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RESUMO

LOZI, Amanda Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2023. Impacto das
Bebidas Lacteas de Soja (Transgénica e ndo Transgénica) e do Leite de Vaca em Testiculos
e Epididimos de Camundongos Balb C. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Coorientadoras: Fabiana Cristina Silveira Alves de Melo e Janaina da Silva.

Bebidas lacteas de soja, consumidas em grandes quatidades nos dias atuais, possuem alto teor
de isoflavonas (30,02 mg/L a 63,6 mg/L). As isoflavonas, sdo compostos organicos naturais,
ndo esteroides, de origem vegetal, presentes principalmente na soja (Glycine max (L) Merrill).
Sdo denominadas fitoestrogenos, possuindo estrutura quimica e funcional semelhante a do
estrogénio. O consumo de alimentos que possuem isoflavonas esta relacionado a prevengdo e
reducdo do desenvolvimento do cancer de prostata, sendo uma das vias, a diminui¢do da
testosterona. A testosterona ¢ um hormonio essencial para a espermatogénese e alteragdes em
sua concentracdo pode gerar danos funcionais, levando a infertilidade. Atualmente, dados
fragmentados sobre os efeitos do consumo de alimentos que possuem isoflavonas, como as
bebidas lacteas de soja, nos testiculos e epididimos, dificultam definir uma dose segura de
ingestao didria para a espermatogénese. O objetivo deste trabalho foi avaliar sistematicamente,
dados na literatura que mostrem os efeitos das isoflavonas da soja nos testiculos de modelos
murinos. Além disso, avaliar o impacto das bebidas lacteas de soja (transgénica e nao
transgénica) e do leite de vaca em testiculos e epididimos de camundongos Balb C adultos,
durante 42 dias, nos testiculos e epididimos. A revisao sistematica foi realizada de acordo com
as diretrizes do PRISMA, utilizando uma busca estruturada em trés bases de dados, recuperando
e analisando 22 estudos originais. As isoflavonas mais utilizadas nos trabalhos avaliados foram
a genisteina/daidzeina conjugadas e seu consumo altera negativamente a funcdo das células de
Leydig, podendo levar a infertilidade em modelos murinos. No estudo experimental, apds o
periodo de tratamento, os animais foram anestesiados e pesados. Os testiculos e epididimos
foram removidos, dissecados e pesados, para andlises posteriores. Fragmentos testiculares e
epididimarios foram processados para microscopia de luz. Os resultados foram comparados
pelo teste Student Newman-Keuls (p<0.05). O tratamento com bebidas lacteas de soja resultou
em diminui¢ao do peso corporal. Os niveis séricos de testosterona permaneceram inalterados
durante um ciclo espermatogénico. Entretanto, nos testiculos, o tratamento as bebidas lacteas
de soja causaram alteragdes morfologicas nas células de Leydig, ndo excluindo seu efeito na
producdo de testosterona apdés um periodo maior de tratamento. O Leite de vaca causou

aumento do didmetro e area de tabulo e diminui¢do do didmetro e area de lume. No epididimo,



o tratamento com as bebidas lacteas de soja resultou no surgimento de vacuolizagdo no epitelio
e reducgdo dos tibulos normais nas regides do segmento inicial e corpo. Concluimos que altas
doses de isoflavonas alteram negativamente o funcionamento das células de Leydig, induzindo
alteragoes testiculares, levando a infertilidade em modelos murinos. No estudo experimental,
as bebidas lacteas de soja por um ciclo do epitélio seminiferos causa alteragdes morfoldgicas
nas células de Leydig, além de alteragdes na histologia epididimaria. O leite de vaca pode afetar
a espermatogénese, uma vez que diminuiu o epitélio. Alteragdes na estrutura ou funcao do
testiculo e epididimo pode gerar graves consequéncias para a reproducao. Nosso estudo pode
contribuir para a utilizacdo das bebidas lacteas de soja e leite de vaca serem consumidos

garantido a saude reprodutiva masculina.

Palavras-chave: Soja. Isoflavonas. Fitoestrogenos. Reprodugao. Machos.



ABSTRACT

LOZI, Amanda Alves, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2023. Impact of Soy Milk
Drinks (Transgenic and Non-Transgenic and) and Cow's Milk on Testes and Epididymis
of Balb C Mice. Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-Advisers: Fabiana Cristina Silveira
Alves de Melo and Janaina da Silva.

Soy milk drinks, consumed in large quantities nowadays, have a high content of isoflavones
(30.02 mg/L to 63.6 mg/L). Isoflavones are natural, non-steroidal organic compounds of
vegetable origin, mainly present in soybeans (Glycine max (L) Merrill). They are called
phytoestrogens, having a chemical and functional structure similar to that of estrogen. The
consumption of foods that have isoflavones is related to the prevention and reduction of the
development of prostate cancer, one of the ways being the decrease of testosterone.
Testosterone is an essential hormone for spermatogenesis and changes in its concentration can
cause functional damage, leading to infertility. Currently, fragmented data on the effects of
consuming foods that contain isoflavones, such as soy milk drinks, on the testes and epididymis,
make it difficult to define a safe daily intake dose for spermatogenesis. The objective of this
work was to systematically evaluate data in the literature that show the effects of soy
isoflavones on the testes of murine models. Furthermore, to evaluate the impact of soy milk
drinks (transgenic and non-transgenic) and cow's milk on the testes and epididymis of adult
Balb C mice, during 42 days, on the testes and epididymis. The systematic review was
performed according to PRISMA guidelines, using a structured search in three databases,
retrieving and analyzing 22 original studies. The most used isoflavones in the studies evaluated
were conjugated genistein/daidzein and their consumption negatively alters the function of
Leydig cells, which may lead to infertility in murine models. In the experimental study, after
the treatment period, the animals were anesthetized and weighed. Testicles and epididymis were
removed, dissected, and weighed for further analysis. Testicular and epididymal fragments
were processed for light microscopy. Results were compared using the Student Newman-Keuls
test (p<0.05). Treatment with soy milk drinks resulted in a decrease in body weight. Serum
testosterone levels remained unchanged during a spermatogenic cycle. However, in the testes,
treatment with soy milk drinks caused morphological changes in Leydig cells, not excluding its
effect on testosterone production after a longer period of treatment. Cow's milk caused an
increase in the diameter and area of the tubule and a decrease in the diameter and area of the

lumen. In the epididymis, treatment with soy milk drinks resulted in the appearance of



vacuolization in the epithelium and reduction of normal tubules in the initial segment and body
regions. We conclude that high doses of isoflavones negatively alter the functioning of Leydig
cells, inducing testicular alterations, and leading to infertility in murine models. In the
experimental study, soy milk drinks by a cycle of the seminiferous epithelium caused
morphological changes in Leydig cells, in addition to changes in epididymal histology. Cow's
milk may affect spermatogenesis, as it thinned the epithelium. Changes in the structure or
function of the testis and epididymis can have serious consequences for reproduction. Our study
may contribute to the use of soy and cow's milk drinks to be consumed to ensure male

reproductive health.

Keywords: Soy. Isoflavones. Phytoestrogens. Reproduction. Male.
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14

1. INTRODUCAO GERAL

As isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononetina, biocanina A e equol) consumidas em
grandes quantidades, sdo compostos organicos naturais, ndo esteroides, de origem vegetal,
presentes principalmente na familia Fabaceae (Strauss et al., 1998). Sdo denominados
fitoestrogenos, possuindo estrutura quimica e funcional semelhante a do estradiol. Quando
absorvidas pelos seres vivos conseguem se ligar a receptores especificos de estrogenos
endogenos (Navarro, 2005).

Em fémeas, as isoflavonas geram beneficios pela atuagdo semelhante aos hormdnios
femininos (Bu et al., 2005, Medigovi¢ et al., 2015), e também em machos, no tratamento e
prevencao do cancer de prostata (Strom et al., 1999; McCormick et al., 2007; Zhou et al., 2007).
Porém, em machos, alguns dos efeitos positivos ocasionados pelo consumo de isoflavonas
ocorre devido a diminuicao da testosterona sérica, hormonio essencial para a espermatogénese,
esss reducdo também pode gerar danos testiculares, levando a infertilidade (Srilatha e Adaikan,
2003). Os efeitos terapéuticos atribuidos as isoflavonas induziram o aumento mundial do seu
consumo (Branca e Lorenzetti, 2005). A disponibilidade de isoflavonas em cada tipo ou até
mesmo dentro de um mesmo grupo de alimento sofre variagdes, dificultando assim o controle
de consumo diario (Retana-Marquez et al., 2012). As leguminosas, como a soja, cereais
integrais e algumas sementes presentes na dieta, possuem indices elevados de isoflavonas,
podendo variar de 30,02 mg/L a 63,6 mg/L (Setchell e Cole, 2003; Retana-Marquez et al.,
2012).

Os testiculos s@o responsaveis pela continua producao de espermatozoides e de testosterona,
sendo que qualquer desequilibrio na funcdo testicular pode levar a infertilidade (Russell e
Griswold, 1993; Branca e Lorenzetti, 2005). Os epididimos recebem os espermatozoides dos
testiculos através dos ductulos eferentes para adquirirem motilidade e capacidade fecundante
(Shum et al., 2009). Ha estudos indicando que diversos compostos, como as isoflavonas
conjugadas encontradas na soja, ou isoladas, como a genisteina, podem atuar como
desreguladores endocrinos, levando a uma disfun¢ao testicular e epididimaria (Setchell et al.,
2002; Branca e Lorenzetti, 2005, Navarro, 2005; Yildiz, 2005; Cederroth et al., 2010;
Akingbemi et al., 2015). Quando absorvidas, as isoflavonas podem se ligar a receptores de
estrogénio (ERa e ERP) e desencadear agdes semelhantes ao estrogénio nos tecidos-alvo
(Farmakalidis et al., 1985, Navarro, 2005; Yildiz, 2005). Embora o efeito estrogénico desses

fitoestrogenos seja muito fraco (Setchell et al., 1997), eles podem exercer efeito agonistico e/ou
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antagonistico sobre os receptores (ERP) enddgenos, devido a competicdo (Folman e Pope,
1966).

Existem alguns mecanismos possiveis para a atividade das isoflavonas, como a agao
inibitoria direta sobre os testiculos, ou a alteragdo do eixo hipotdlamo-hipofise, que promovem
mudangas nas concentragdes plasmaticas do hormonio luteinizante (LH) e hormonio foliculo
estimulante (FSH) (Branca e Lorenzetti, 2005). A reducdo do LH pode prejudicar a funcao das
células de Leydig, levando a diminui¢do da producao de T (Branca e Lorenzetti, 2005). Por
outro lado, a reducdo do FSH pode prejudicar as células de Sertoli, perturbando a
espermatogénese (Branca e Lorenzetti, 2005). Alteracdes morfofisioloégicas nas goénadas
masculinas, induzidas pela absor¢ao de isoflavonas, pode afetar negativamente a realizagdo de
processos essenciais para a formacdo de gametas masculinos vidveis (Kreiger et al., 1982;
Chavarro et al., 2008).

As isoflavonas tém varios efeitos na funcdo sexual (Najaf e Ghazanfarpour, 2018). A
genisteina, principal isoflavona da soja, pode causar efeitos positivos para a saude reprodutiva
feminina, como regulacdo hormonal, prevenc¢ado e tratamento do cancer de mama (Cotroneo et
al., 2001; Bu et al., 2005). Entretanto, seus efeitos sao pouco conhecidos no sistema reprodutor
masculino (Setchell, 1998; Jefferson et al., 2005).

Vale salientar que ndo existem trabalhos que avaliem a histomorfometria e estado oxidativo
testicular apos ingestdo de alimentos que possuem altos indices de isoflavonas, como a bebida
lactea de soja. Trabalhos avaliando os pardmetros masculinos com o leite de vaca, também sdo
escassos. Desta maneira, este trabalho objetivou-se avaliar o impacto da ingestdo diaria das
bebidas lacteas de soja (transgénica e nao transgénica) e o leite de vaca, nos testiculos e
epididimos de camundongos Balb C adultos. A realizagdo de pesquisas relacionadas a
histomorfometria testicular ¢ de extrema importancia, a fim de se verificar a eficicia e
seguranca do consumo didrio de bebidas lacteas de soja e leite de vaca para a saude reprodutiva

masculina.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Soja

A soja estd entre os alimentos mais funcionais e altamente consumidos mundialmente
e, embora tenha sido mencionada somente em 1941 nas estatisticas oficiais de producdo de
graos do Rio Grande do Sul, a primeira referéncia sobre seu cultivo no Brasil foi em 1882

(Vernetti, 1977). Sua composicao quimica, com base em 100 g de amostra seca, constitui-se de
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40 g de proteinas, 30 g de glicidios, 20 g de lipidios, 226 mg de calcio, 546 mg de fosforo e 8,8
mg de ferro (Wolf e Cowan, 1971; Sgarbieri et al., 1981). Além da proteina, a soja fornece
acidos graxos e linolénico (Nawar, 1985) e algumas vitaminas, como a B6 (piridoxina) e B12
(cianocobalamina) (Franco, 1986).

O grao intacto de soja pode conter, além de carboidratos, acidos graxos (83% de acidos
graxos insaturados), proteinas e minerais, 4% de saponinas, 5% de lecitinas, (-sitosterois, o-
tocoferois e inibidores de protease, embora as isoflavonas despertem maior interesse devido as
suas propriedades bioldgicas (Nawar, 1985; Franco, 1986). A utilizacao da soja tem como foco
principal a alimentacdo humana e animal, sendo consumida em diversas formas como a bebida
lactea de soja e em forma de graos (Sediyama et al., 2015). A bebida lactea de soja é conhecida
por ser uma excelente fonte proteica, sendo uma alternativa para veganos ou pessoas que
possuem intolerancia a lactose (Mollakhalili ef al., 2022). Assim como nos graos, encontramos
também na bebida lactea de soja as isoflavonas (Kuiper et al., 1997; Kuiper et al., 1998). As
isoflavonas sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, que se caracterizam por
apresentar estrutura polifenélica (Nawar, 1985; Franco, 1986).

O total de isoflavonas encontradas na soja distribui-se, basicamente, em isoflavonas
agliconas e glicosiladas, que se diferem pela ligagdo a glicose (Ahluwalia ef al., 1953). Por
outro lado, Eldridge (1982) e Fukutake et al. (1996) afirmaram que genisteina € a principal
1soflavona e constitui de 50 a 90% dos flavonoides da farinha de soja. Um conjunto crescente
de evidéncias mostram que o consumo de soja pés diagndstico de cancer, de mama ou de
prostata, confere protecdo contra a evolu¢do do cancer (Kennedy, 1995; Messina, 2016;
Applegate et al., 2018; Boutas et al., 2022). Dados epidemiologicos relacionam a diminui¢ao
do risco de cancer de mama, prostata e colon apds o consumo da soja, onde alguns de seus
componentes possuem atividades consistentes com a eficdcia na quimioprevengdo, como
inibidores de protease (Troll e Wiesner, 1983; Kennedy, 1995; Aldercreutz, 2002; Boutas et al.,
2022), além da variedade de isoflavonas que sdo biologicamente ativas. Baseada na atividade
das isoflavonas da soja como inibidores da carcinogénese, estudos inicam que misturas de
isoflavonas podem ser utilizadas na quimiopreven¢do do cancer humano (Troll e Wiesner,
1983, Kennedy, 1995).

Embora existam muitos estudos que indiquem os beneficios do consumo de soja na
redugdo do desenvolvimento do cancer (Troll e Wiesner, 1983; Kennedy, 1995; Aldercreutz,
2002; Messina, 2016; Applegate et al., 2018; Boutas et al., 2022), seus efeitos no sistema

reprodutor masculino ainda ndo sdo completamente esclarecidos (Faqi et al., 2004). Ha
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evidéncias de que o consumo de soja e seus derivados pode causar danos no equilibrio
androgénico testicular (Guan et al., 2008; Sherrill et al., 2010; Akingbemi et al., 2015), o que
pode ocasionar a diminuicao da producao e qualidade espermatica, induzindo a redugdo da

fertilidade (Carlsen et al., 1992).

2.2 Fitoestrogenos

Os fitoestrogenos sdao compostos nao esteroides derivados das plantas, sendo divididos
em quatro grupos principais: isoflavonas (genisteina, daidzeina, glicetina, formononetina,
biochanina A e equol, um metabdlito de isoflavonas), flavonas (quercetina e camferol),
coumestans (cumestrol) e lignanas (enterolactona e enterodiol) (Thompson et al., 1996; Strauss
et al., 1998). Os fitoestrogenos possuem estrutura semelhante a dos estrogénios (Figura 1)
produzidos pelos animais e, quando absorvidos, essa caracteristica possibilita sua ligacdo a
receptores endogenos especificos (Receptores de estrogénio - ERa e ERpB) (Navarro, 2005). O
conteudo de fitoestrégeno sofre variagdes em cada tipo de alimento, podendo ainda variar
significativamente dentro do mesmo grupo (bebidas de soja, tofu), dependendo dos mecanismos
de processamento (Retana-Marquez ef al., 2012). Leguminosas (em particular a soja), cereais
integrais e algumas sementes, presentes na alimentagdo diaria, sdo ricos em fitoestrégenos
(Retana-Marquez et al., 2012).

ApoOs a absorg¢do, os fitoestrogenos podem atuar da mesma forma que os estrogenos,
mas seus efeitos ndo sdo necessariamente idénticos, podendo causar alteragdes biologicas
devido a sua atuacdo como desregulador endocrino (Eldridge,1982; Fukutake et al.,1996;
Navarro, 2005; Yildiz, 2005) por competirem com esterodides endogenos. Portanto, o equilibrio
entre a atividade estrogénica e antiestrogénica ¢ determinado pela razdo fitoestrogeno-
estrogeno (Folman e Pope, 1966). Sabe-se que o aumento da exposi¢cdo a estrogénio ou a
fitoestrogenos perturba o ambiente hormonal durante o desenvolvimento emriondrio e pode
estar associado ao aumento da incidéncia de anomalias reprodutivas masculinas em animais
experimentais (Bay et al., 2006).

A agdo e a concentragdo dos fitoestrogenos apds ingestdo podem sofrer variagdes
dependendo da idade, sexo ou estdgio de desenvolvimento de um individuo, sendo muito mais
elevada em lactentes alimentados com férmulas a base de soja, podendo atingir entre 1,53 ¢
2,50 uM (Setchell et al., 1997, 1998). Além disso, os niveis séricos de genisteina no adulto
podem atingir 10 uM a curto prazo, ap6s o consumo de uma dieta rica em fitoestrogeno (Busby

et al., 2002). Niveis elevados de exposi¢cdo sdo preocupantes, pois as isoflavonas da soja sdo
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conhecidas por exibir propriedades estrogénicas potentes in vivo € in vitro €, se consumidas por
longos periodos e/ou em niveis elevados, esses agentes podem exercer toxicidade reprodutiva
(Gutendorf e Westendorf, 2001; Diel et al., 2002). De fato, varios estudos demonstraram que o
consumo de dietas a base de genisteina modula os niveis séricos de androgenos em espécies

laboratoriais (Sharpe et al., 2002; Wisniewski et al., 2003; Tan et al., 2006).

|
O OH

17pB-estradiol Genisteina

Figura 1 — Estrutura quimica do 17p-estradiol (formula fisiologica do estrogénio) e da genisteina

(um tipo de isoflavonas. Fonte: Prossnitz e Barton, 2011.

2.3 Estrogénio

O estrogénio, hormonios produzidos naturalmente pelo organismo, encontrados em
maiores concentragdes em fémeas, tém como funcao principal, estimular o aparecimento das
caracteristicas secundérias femininas e a ovogénese (Schairer et al., 2000). Em machos, o
estrogeno ¢ encontrado em menores concentragdes, sendo a testosterona o principal hormonio
responsavel pelo surgimento das caracteristicas secunddrias masculinas e pela manutencao da
espermatogénese (Russell e Griswold, 1993). A secre¢dao dos hormdnios gonadais ¢ regulada
pelo eixo hipotadlamo-adeno-hipofise (Russell e Griswold, 1993). Em resposta ao hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) do hipotdlamo, a hipofise anterior secreta os hormdnios
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) que, em machos, vao atuar diretamente nas
células de Sertoli e nas cé€lulas de Leydig, respectivamente (Russell e Griswold, 1993).

No sistema reprodutor masculino, o estrogénio pode ser produzido por pelo menos duas
vias diferentes (gordura e pele), sendo encontrado em diversas concentragdes no sémen de
varias espécies (Hess et al, 2001A; Hess et al, 2001B). Em machos, os niveis normais de
estrogénio mantém o equilibrio do organismo, mas o excesso pode inibir a sintese de
testosterona (Dadoune e Demoulin, 1993). Niveis elevados de estrogénio podem causar reducao
na producdo de LH, interferindo negativamente na fung¢ao das células de Leydig, diminuindo a

producdo de T e do FSH (interferindo diretamente nas células de Sertoli), além de prejudicar a
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espermatogénese (Branca e Lorenzetti, 2005). Outros efeitos dos estrogénios sdo diminui¢ao
na captagdo de calcio e reducdo da calcificacdo, inducdo de efeito anabodlico proteico estando

relacionado a ganho de peso e eficiéncia alimentar (Kaltenbach ¢ Dunn, 1982).

2.4 Leite de Vaca

O leite de vaca, altamente consumido por seres humanos, ¢ uma fonte de nutrientes
essenciais como calcio e proteinas (Liu et al.,2021; Yenew et al., 2022), fornecendo suporte
para varias func¢des do organismo (Renhe 2008). O leite integral cru contém 29,36% de gordura,
26,98% de proteina (22,22% de caseina e 4,76% de proteinas de soro) e 38,1% de lactose
(Kailasapathy, 2008; Pereira et al.,, 2017). Por ser uma fonte rica em nutrientes, criangas que
ndo consomem leite de vaca apresentam falta de energia e diminui¢cdo nas taxas de calcio,
proteinas e lipidios (Medeiros et al.,2004).

Segundo Pereira et al. (2017), o sabor agradavel e levemente adocicado, caracteristico
do leite de vaca, ¢ devido a presenc¢a de grandes quantidades de lactose em sua composi¢do. De
acordo com o modo de produgdo, constitui¢do, requisitos fisico-quimicos e bioldgicos do leite
de vaca, podemos classifica-lo em A, B ou C, a partir da contagem de microrganismos presentes
em sua composi¢ao (Venturine et al., 2007).

O leite de vaca possui em sua constituicdo grande quantidade de estrogénio,
progesterona, que exercem papel fundamental nos sistemas reprodutor, neuroenddcrino,
esquelético e imunolégico (Ganmaa et al., 2001; Hamilton et al., 2014). Na composicao do leite
de vaca, pode ser encontrado também, isoflavonas, sendo a genisteina o fitoestrogeno mais
proeminente, medido em concentragdes de 58,9 a 89,8 ng/kg (Flachowsky et al., 2011). Tragos
de equol, enterolactona, formononetina e daidzeina também sdo detectados no leite,
principalmente, apds a suplementacdo das vacas com farelo de soja em alta dosagem
(Flachowsky et al., 2011). Segundo Lazari et al., (2009). Niveis normais de estrogénio em
homens mantém o equilibrio do sistema reprodutor masculino, como absor¢ao concentragao
espermatica durante a passagem nos ductulos eferentes, ja o excesso pode inibir a sintese de
testosterona (Dadoune e Demoulin, 1993). O estrogénio ou as isoflavonas no sistema reprodutor
masculino, pode causar alteragdes por vias fisiologicas no desenvolvimento, na multiplicagdo

das células de Sertoli e no controle da funcdo das células de Leydig (Hess et al.,2001B).
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2.5 Sistema reprodutor masculino: testiculo

O sistema reprodutor masculino é composto por varios orgdos (testiculos, ductulo
eferentes, epididimos, ductos deferentes, glandulas anexas e o pénis) responsaveis por sintetizar
a testosterona e produzir, nutrir, maturar, armazenar ¢ transportar os espermatozoides (Figura
2) (Russell e Griswold, 1993). Os testiculos, localizados no escroto, possuem fungdes
endocrinas e exdcrinas, e sao envolvidos por uma capsula espessa (tunica) de tecido conjuntivo
denso, a albuginea testicular (Russell ez al., 1990). A tinica albuginea emite septos para o
interior do testiculo até o mediastino, dividindo o 6rgao em l6bulos (Russell et al., 1990). Em
mamiferos, os testiculos sdo divididos funcionalmente em dois compartimentos, o intertubular
e o tubular, que formam o parénquima testicular (Russell et al., 1990).

Células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populagdo celular
variavel constituida principalmente por fibroblastos, macrofagos, telocitos e, eventualmente,
mastocitos, fazem parte do compartimento intertubular (Russell et al., 1990; Setchell, 1991;
Liu et al., 2019). A produgdo de testosterona, hormdnio essencial para o funcionamento da
espermatogénese e expressdo das caracteristicas sexuais secundarias masculinas, ocorre no
compartimento intertubular, sendo realizada pelas células mais abundantes da regido, as células
de Leydig (Russell e Griswold, 1993).

Na maioria dos mamiferos estudados, o compartimento tubular, constituido pelos
tabulos seminiferos, corresponde de 70 a 90% do parénquima (Franga e Russell, 1998). Os
tubulos seminiferos sdo formados pela tinica propria, epitélio seminifero e lume (Russell et al.,
1990). A tnica propria € composta pelas células mioides, fibras coldgenas e membrana basal,
que envolve o tubulo externamente, apresentando como fun¢do movimentar fluido e promover
a propulsdo dos espermatozoides através do lume (Russell et al., 1990). O epitélio seminifero
¢ formado pelas células de Sertoli e pelas células germinativas (Russell ef al., 1990; Skinner e
Griswold, 2005). As células de Sertoli possuem diversas fungdes, como manter o epitélio
seminifero integro, secretar fluidos e proteinas, participar do processo de espermiagdo, realizar
fagocitose, permitir a movimentagdo de células no epitélio e regular o ciclo espermatogénico
através de suas jungdes com as demais células (Skinner e Griswold, 2005). Além das diversas
fungdes citadas, as células de Sertoli formam jungdes de oclusdo que dividem o compartimento
tubular em ambiente basal e o adluminal, isolando as células haploides, o que evita contato com
o sistema imune do animal, formando a barreira de célula de Sertoli (Morais et al., 2016).

A espermatogénese, que ocorre nos tibulos seminiferos, ¢ um processo complexo e

organizado, responsavel pela producdo de espermatozoides, tendo duragdo de 40 a 60 dias na
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maioria dos mamiferos, sendo que em camundongos ¢ de 42 dias (Franga e Russell, 1998). O
processo de producao espermatica pode ser dividido de acordo com suas fungdes em trés fases:
1 — fase proliferativa, 2 — fase meiotica e 3 — fase de diferenciagdao (Russell et al., 1990). Na
fase proliferativa as células germinativas sofrem sucessivas divisdes mitdticas, na fase meiotica
o material genético € recombinado, segregado e cada espermatocito primario da origem a quatro
espermatides arredondadas (Russell et al., 1990). Por fim, apds o processo de divisdo celular,
inicia-se a fase de diferenciagdo ou espermiogénese, em que as espermatides arredondadas
passam por modificacdes, formando as espermatides alongadas, dando origem aos
espermatozoides (Russell ef al., 1990).

Para que a espermatogénese ocorra, as células germinativas interagem continuamente
com os componentes somaticos do testiculo, principalmente com as células de Sertoli e as
células de Leydig (Skinner, 1991; Franga e Russell, 1998). As células de Leydig produzem a
testosterona que ¢ utilizada em altas concentragcdes na espermatogénese, principalmente no
processo de meiose (Skinner, 1991; Franca e Russell, 1998; Franga et al., 2016). A interagdo
hormonal das células germinativas acontece via células de Sertoli, ja que elas ndo expressam
receptores para androgenos (Skinner, 1991; Franca e Russell, 1998). O processo
espermatogénico so sera eficiente e bem-sucedido caso a interagdo hormonal aconteca da forma
continua e adequada (Skinner, 1991; Franca e Russell, 1998; Skinner e Griswold, 2005; Franca
et al., 2016). Qualquer alteracdo morfofisiologica nas gonadas pode afetar negativamente a
realizagdo de processos essenciais para a formacdo de espermatozoides vidveis (Kreiger et al.,

1982; Chavarro et al., 2008).
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2.6 Sistema reprodutor masculino: epididimo

Os epididimos recebem os espermatozoides dos testiculos através dos ductulos eferentes
para adquirirem motilidade e capacidade fecundante (Shum er al., 2009). O epitélio
epididimario € pseudoestratificado prismatico com estereocilios, composto por uma populagao
variada de células que incluem as células principais, basais, apicais, halo, claras e estreitas
(Hermo ¢ Robaire, 2002; Oliva et al., 2009).

Cada epididimo ¢ formado por um longo e unico ducto enovelado e contorcido
(Sullivan, 2004), sendo o epididimo de murinos dividido anatomicamente em quatro regides
principais: segmento inicial, cabega, corpo e cauda (Hermo e Robaire, 2002; Cornwall, 2009).
Estas regides sdo definidas pelo estudo da altura do epitélio, do didmetro tubular e da variagao
na frequéncia celular que compdem o epitélio (Hermo e Robaire, 2002; Cornwall, 2009). Cada
regido epididimdria apresenta fungdes especificas. No segmento inicial ocorre a absor¢do de
fluidos vindos do testiculo, na cabeca e no corpo processos iniciais e tardios de maturacao
espermadtica, ¢ na cauda armazenamento espermatico e a fagocitose de espermatozoides
anormais (Robaire e Viger, 1995; Cornwall, 2009).

O transporte dos espermatozoides através do ducto epididimario acontece devido ao
gradiente de pressdo hidrostatica diferencial entre as por¢des proximal e distal do ducto
epididimério, além da atividade contratil da parede do ducto (Cosentino e Cockett, 1986;
Robaire e Viger, 1995; Klinefelter, 2002). O bom funcionamento destes mecanismos garantem
um tempo do transito espermatico adequado para a maturagdo espermatica (Kempinas ef al.,
1998; Franca et al., 2005). O tempo que os espermatozoides demoram para passarem pelo ducto
epididimario € espécie-especifico, podendo variar de 3 a 15 dias (Cosentino e Cockett, 1986).
Segundo Kempinas et al. (1998), o atraso no tempo de transito pelo epididimo gera danos, mas
se acelerado a fertilidade fica comprometida, pois o tempo disponivel dos processos requeridos
para a aquisi¢do da capacidade fértil fica diminuido. A alteracdo do tempo de transito
espermatico também pode alterar a quantidade de espermatozoides disponiveis na ejaculagdao

(Klinefelter, 2002).

2.7 Estresse oxidativo
O estresse oxidativo € um mecanismo celular que acontece quando a producgdo de
radicais livres, espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio (ERO ou ERN) excedem a
capacidade de defesa antioxidante celular (Schieber e Chandel, 2014). Os radicais livres sdao

moléculas que apresentam um elétron ndo emparelhado no orbital externo, o que as torna,
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geralmente, muito reativas com outras moléculas, incluindo lipideos, proteinas e acidos
nucleicos (Godic et al., 2014). Sao moléculas geradas endogenamente como consequéncia
direta do metabolismo do oxigénio (Godic ef al., 2014). Alguns exemplos comuns de radicais
livres encontrados em nosso organismo sdo o peroxido de hidrogénio (H202), o anion
superoxido (O2)) e a hidroxila (OH-) (Sharma et al., 2014).

A defesa antioxidante do organismo tem como principal fun¢do remover os elementos
toxicos do organismo, ou seja, o excesso de EROs ou ERNs (Schieber e Chandel, 2014). As
EROs podem atacar macromoléculas celulares, incluindo lipidios, proteinas € DNA, gerando
uma série de patologias celulares, teciduais e sist€émicas (Sharma et al., 2014). A geracdo de
radicais livres e EROs dentro das células acontece ndo s6 na cadeia respiratoria como também
em processos de oxidacao catalisados por oxidases citoplasmaticas e da matriz extracelular: no
sistema microssomal que metaboliza xenobidticos, na sintese do coldgeno e nos peroxissomos,
porém, preferencialemnte mitocondrias (Sharma et al., 2014). Situagdes ndo-fisiologicas
também podem estimular a produg¢do de radicais livres, como a exposi¢do a irradiagdo
ultravioleta e xenobidticos, que causam a reduc¢do incompleta do O (Godic et al., 2014).

O sistema de protecdo antioxidante do organismo ¢ muito eficiente, as enzimas
antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase
(GST) trabalham em conjunto para devolver o controle intracelular, minimizando efeitos
deletérios (Sies, 1997; Navarro-Yepes et al., 2014). Vale ressaltar que radicais livres em niveis
controlados também podem atuar como moléculas sinalizadoras, fazendo a manutencdo das
funcdes fisioldgicas, um processo chamado reagdo redox ou reagdo de oxidacdo—redugdo
(Persson et al., 2014; Schieber e Chandel, 2014). A reagao redox envolve a transferéncia de
elétrons entre espécies quimicas, como atomos, ions ou moléculas envolvidas na reagdao
(Persson et al., 2014; Schieber ¢ Chandel, 2014).

A atuagdo conjunta das enzimas antioxidantes no organismo protege as células de danos
irreversiveis. A SOD, principal limpadora de ROS, acelera a conversdo do radical superdxido
(027) em O3 e peroxido de hidrogénio (H202) (Lauterburg ef al., 1984; Deneke e Fanburg, 1989;
Halliwell e Gutteridge, 1999; Liméon-Pacheco e Gonsebatt, 2009). A CAT utiliza o H>O; gerado
por outras enzimas na organela, como a SOD, para oxidar outros substratos, pela reagdo
“peroxidativa” (Lauterburg ef al., 1984; Deneke e Fanburg, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1999;
Limon-Pacheco e Gonsebatt, 2009). Além disso, quando um excesso de H>O, acumula-se na
célula, a catalase o converte em H>O por meio da reagdo: 2H>0, — 2H>O + O; (Lauterburg et

al., 1984; Deneke e Fanburg, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1999; Limon-Pacheco e Gonsebatt,
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2009). A GST atua como segunda linha de defesa, sendo responsavel pela destoxificagdo
celular, através da reducao da glutationa (GSH) pela conjugacao a xenobidticos (Lauterburg et
al., 1984; Deneke e Fanburg, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1999; Limo6n-Pacheco e Gonsebatt,
2009).

Reagdes como a de oxidacdo de gorduras (lipidica) no organismo t€m sido estudadas e
associadas a patologias humanas (Kehrer, 1993). Um importante marcador de estresse
oxidativo, gerado como produto da oxidagao lipidica, ¢ o malondialdeido (MDA) (Sevanian e
Hochstein, 1985; Slater et al., 1987; Kubow, 1992). Assim, determina-lo ¢ importante para a
quantificagdo da peroxidacao lipidica no tecido estudado (Janero, 1990). O 6xido nitrico (NO)
¢ uma molécula gasosa, inorganica e incolor, importante para a realizagdo de diversos eventos
fisiologicos, como a sinalizacao (Gilio et al., 2008). Nos testiculos o0 NO ¢ essencial, pois atua
no controle da dindmica dos complexos juncionais da barreira de célula de Sertoli, que protege
as células germinativas, garantindo o bom funcionamento da espermatogénese (Gilio et al.,
2008).

Dados na literatura comprovam que a exposicdo a diversos agentes externos gera
espécies reativas de oxigénio, diminui a atividade das enzimas antioxidantes e aumenta a
peroxidagdo lipidica, causando estresse oxidativo testicular em animais experimentais (Reddy
et al., 2011; Fallahi et al., 2015). Nos testiculos, o estresse oxidativo pode ocasionar diversas
alteragdes negativas, na maioria das vezes irreversiveis, como a infertilidade (Reddy et al.,
2011). Em concentragdes adequadas, as espécies reativas ajudam na capacitagdo, motilidade e
fertilidade dos espermatozoides, ja em altas concentragdes leva a perda da motilidade e

disfun¢do das organelas (Fallahi et al., 2015).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Avaliar sistematicamente, dados na literatura que mostrem qual composto de isoflavona
¢ mais consumido e quais os efeitos das isoflavonas da soja nos testiculos. Além disso, avaliar
o impacto do consumo das bebidas lacteas de soja (transgénica e ndo transgénica) e leite de

vaca por camundongos Balb C adultos, durante 42 dias, nos testiculos e epididimos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Revisdo sistematica

= Avaliar quais alteragdes ocorrem nos testiculos apds a absorc¢ao das isoflavonas;
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Determinar qual composto de isoflavonas, conjugado ou isolado, ¢ mais consumido;
Identificar quais sdo as principais patologias encontradas pela acdo das isoflavonas nos

testiculos.

3.2.2 Testiculo:

Obter os valores biométricos corporais e testiculares;

Calcular os indices gonadossomatico (IGS), parenquimossomatico (IPS),
tubulossomatico (ITS), epiteliossomatico (IES) e Leydigossomatico (ILS);

Mensurar o didmetro dos tibulos seminiferos, a altura do epitélio seminifero e o
diametro do lume;

Calcular o comprimento total dos tibulos seminiferos por testiculo e por grama de
testiculo;

Obter a propor¢ao e volume dos componentes tubulares e intertubulares;

Calcular a area tubular, luminal e do epitélio seminifero;

Calcular o didmetro, volume nuclear e nimero de células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo;

Realizar a contagem da populacao celular de tubulos no estadio I do ciclo do epitélio
seminifero e obter as razdes entre os tipos celulares;

Calcular o nimero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo, bem como
a capacidade total de suporte dessas células;

Calcular o rendimento geral da espermatogénese;

Realizar avaliagao histopatologica do testiculo;

Determinar a atividade das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST);

Determinar a atividade do malondialdeido (MDA), um dos produtos da peroxidagdo
lipidica;

Mensurar atividade do 6xido nitrico (ON).

3.2.3 Epididimo:

Obter os valores biométricos epididimarios;
Avaliar a histomorfometria epididimaria (diametro tubular e do lume e da altura do
epitélio);

Realizar avaliagdo histopatoldgica do epididimo.
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3.2.4 Bebida lactea de soja e leite de vaca:
= Analisar a capacidade antioxidante das bebidas lacteas de soja e do leite de vaca

(Sequestro por DPPH).

3.2.5 Sorologia

» Determinar a concentragao da testosterona sérica.
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RESUMO

A isoflavona ¢ um fitoestrogénio encontrado em diferentes tipos de alimentos ingeridos pelos
seres humanos, que podem atuar como desreguladores enddcrinos levando a disfuncao
testicular. Atualmente, dados fragmentados sobre a agdo desse composto nos testiculos
dificultam a avaliacdo de seus efeitos para definir uma dose segura. Assim, revisamos
sistematicamente as evidéncias pré-clinicas do impacto da isoflavona na funcdo testicular.
Também determinamos qual forma (aglicona ou glicosilada) foi a mais utilizada, o que nos
permitiu entender os principais processos bioldgicos envolvidos na fungdo testicular apos a
exposicao a isoflavonas. Esta revisdo sistematica foi realizada de acordo com as diretrizes do
PRISMA, utilizando uma busca estruturada nas bases de dados biomédicas MEDLINE
(PubMed), Scopus e Web of Science, recuperando e analisando 22 estudos originais. A analise
de viés e a qualidade dos estudos foram avaliadas pelos critérios descritos na ferramenta de
risco de viés desenvolvida pelo SYRCLE (Systematic Review Center for Laboratory Animal
Experimentation). As isoflavonas agliconas e glicosiladas mostraram-se prejudiciais a saude
reprodutiva masculina, sendo que as glicosiladas nas doses de 50, 100, 146, 200, 300, 500 e
600 mg/kg, além de 190 e 1000 mg/L, mostraram-se mais danosas. As principais patologias
testiculares decorrentes do uso de isoflavonas estdo associadas as células de Leydig, como

alteragdes nas fun¢des moleculares e componentes celulares. As isoflavonas mais utilizadas nos
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trabalhos avaliados nesta revisdo foi a genisteina/daidzeina conjugadas. O consumo de altas
doses de isoflavonas promove alteragdes no funcionamento das células de Leydig, induzindo

alteracdes testiculares ¢ levando a infertilidade em modelos murinos.

Palavras-chave: Isoflavona. Fitoestrogénios. Reproducdo. Testiculos. Modelo murinho.

Revisdo sistematica.

ABSTRACT

Isoflavone is a phytoestrogen found in different types of foods eaten by humans, which can act
as endocrine disruptor leading to testicular dysfunction. Currently, fragmented data on the
action of this compound on the testicles make it difficult to assess its effects to define a safe
dose. Thus, we systematically reviewed the preclinical evidence of isoflavone impact on
testicular function. We also determined which form (aglycone or glycosylated) was the most
used, which allowed us to understand the main biological processes involved in testicular
function after exposure to isoflavones. This systematic review was performed according to
PRISMA guidelines using a structured search in the biomedical databases MEDLINE
(PubMed), Scopus, and Web of Science, retrieving and analyzing 22 original studies. An
analysis of bias and the quality of the studies was assessed using the criteria prescribed in the
risk of bias tool developed by SYRCLE (Systematic Review Center for Laboratory Animal
Experimentation). The aglycone and glycosylated isoflavones were harmful to male
reproductive health, and the glycosylated ones at doses of 50, 100, 146, 200, 300, 500, and
600 mg/kg, in addition to 190 and 1000 mg/L, marvels more harmful. The main testicular
pathologies resulting from the use of isoflavones are associated with Leydig cells, such as
changes in molecular functions and cellular components. The most used isoflavones in the
studies evaluated in this review were conjugated genistein/daidzein. The consumption of high
doses of isoflavones promotes alterations in the functioning of Leydig cells, inducing testicular

alterations and leading to infertility in murine models.

Keywords: Isoflavone. Phytoestrogens. Reproduction. Testicles.; Murine model. Systematic

review.
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1. INTRODUCAO

Os fitoestrogenos, especialmente as isoflavonas da soja, sdo compostos naturais nao
esteroides de origem vegetal encontrados principalmente na familia Fabaceae [1]. A estrutura
quimica e a fun¢do das isoflavonas sdo semelhantes ao estrogénio e, portanto, seu efeito
terapéutico ¢ estudado em uma variedade de doengas dependentes de estrogénio, como
menopausa, doengas cardiovasculares e osteoporose [1]. As isoflavonas como genisteina,
daidzeina, formononetina, biochanina A e equol podem ser encontradas em diferentes tipos de
alimentos, como leguminosas (especialmente a soja), graos inteiros e algumas sementes usadas
na dieta humana [2]. Muitos alimentos possuem diferentes tipos de isoflavonas conjugadas em
sua composi¢do, sendo uma das principais fontes de exposi¢do dos seres humanos a este
composto [2]. Porém, com a descoberta dos efeitos das isoflavonas no organismo, tornou-se
possivel o consumo de isoflavonas isoladas produzidas em laboratério [2].

Quando as isoflavonas sdo absorvidas, podem se ligar a receptores especificos de estrogénio
[3] e atuar como hormonios femininos, alterando principalmente os niveis de hormonio
luteinizante (LH), hormonio foliculo estimulante (FSH) e testosterona [4, 5]. Em mulheres, as
isoflavonas, genisteina e daidzeina, exibem efeitos benéficos no eixo hipotalamo-hipodfise-
ovario ¢ no ciclo ovariano em ratas de meia-idade [5]. Embora a maioria dos estudos se
concentre no efeito das isoflavonas no sistema reprodutor feminino, devido aos seus beneficios
na redugdo dos sintomas da menopausa, ha evidéncias de que a reprodu¢do masculina pode ser
afetada [6—10].

As isoflavonas da soja podem ser usadas para tratamento e prevenc¢ao de cancer de prostata
[6-8]. As propriedades terapéuticas das isoflavonas podem justificar um aumento mundial no
consumo de alimentos ricos nestes compostos nos tltimos anos [9]. Porém, sua disponibilidade
em cada tipo de alimento ou dentro de um mesmo grupo pode variar de acordo com a quantidade
e duragdo da ingestdo [2]. Por outro lado, ha estudos relatando que o consumo de isoflavonas
pode diminuir a produgdo de testosterona e a concentragdo de espermatozoides em humanos [8,
10] levando a infertilidade [11]. Embora existam estudos relacionados a a¢do das isoflavonas
na funcao testicular (8, 12), dados fragmentados dificultam a definicdo das evidéncias atuais e
impedem o entendimento dos principais mecanismos envolvidos no processo de exposigao as
isoflavonas. Atualmente, sabe-se que as isoflavonas atuam como desreguladores endodcrinos,
levando a disfungdo testicular [8, 12, 13]. Uma vez no corpo, as isoflavonas podem se ligar aos
receptores de estrogénio o e  induzindo efeito estrogénico fraco [14] e efeito agonistico e/ou

antagonista no B-estrogénio enddgeno, através da competicdo pelos mesmos receptores de



38

androgénio [15]. Além disso, pode ocorrer uma inibi¢ao direta nas células germinativas ou uma
alteracdo do eixo hipotalamo-hipdfise [8]. As principais consequéncias da ativagdo desses
mecanismos sao alteragdes morfologicas que podem afetar negativamente o desempenho de
processos essenciais para a formagao de gametas masculinos vidveis [16, 17].

Embora acredite que as isoflavonas tenham diversos efeitos na fungao testicular [ 18], ainda
nao ha consenso para definir a melhor dosagem, bem como os principais processos biologicos
que envolvem o papel desse fitoestrogeno nos testiculos. Portanto, este estudo avaliou a agao
das isoflavonas na fungao testicular em modelos murinos ¢ a relevancia, positiva ou negativa,
desse composto para a fun¢do sexual. Também, avaliamos a qualidade metodoldgica das
evidéncias atuais, indicando as principais fontes de viés. Acreditamos que nossos achados
possam aumentar o conhecimento sobre a a¢do das isoflavonas em processos bioldgicos que
podem alterar a funcdo testicular. As informagdes obtidas neste estudo podem indicar quais
doses sdo seguras, evitando assim o consumo em quantidades prejudiciais a fertilidade

masculina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Perguntas Norteadoras
As principais questdes a serem respondidas nesta revisdo sistematica foram: quais
alteragdes ocorrem nos testiculos apos a absorcdo das isoflavonas? Qual composto de
isoflavonas, conjugado ou isolado, ¢ mais consumido? Quais sdo as principais patologias

encontradas pela ac¢do das isoflavonas nos testiculos?

2.2 Estratégia de Busca

Todos os estudos incluidos nesta revisao sistematica foram selecionados de acordo com
a diretriz padronizada PRISMA (Principais itens para relatar revisdes sistematicas e meta-
analise) [19]. A revisdo sistematica foi registrada no Registro Prospectivo Internacional de
Revisdes Sistematicas (PROSPERO) (ntimero de registro CRD42020156854) e pode ser
acessada pelo site https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERQO/. Foram realizadas pesquisas
bibliograficas nas bases de dados eletronicas PubMed/MEDLINE
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), Scopus (https://www.scopus.com/home.uri) ¢ Web
of Science (https://www-periodicos-capes-gov-br.ez35.periodicos.capes.gov.br) no dia 24 de

outubro de 2019, as 12h57. A estratégia de busca foi dividida em duas etapas: (1) busca direta
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em bases de dados eletronicas e (2) triagem indireta de listas de referéncia de todos os estudos
identificados na busca direta.

As palavras-chave utilizadas como filtros de busca foram organizadas em trés grupos:
modelos animais, testiculos e isoflavonas. Os estudos indexados foram inicialmente
recuperados de filtros de pesquisa desenvolvidos para PubMed combinando palavras-chave e
descritores MeSH padronizados (Titulos de assuntos médicos,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh). Para detectar todos os estudos pré-clinicos in vivo, um
filtro animal padronizado foi aplicado [20]. O comando [TIAB] (Titulo e Resumo) também foi
aplicado para identificar registros publicados recentemente ainda em processo de indexagao.
Os mesmos descritores de pesquisa usados para testiculos e isoflavonas foram estruturados de
acordo com algoritmos de pesquisa especificos exigidos nos bancos de dados Scopus e Web of
Science. O filtro animal do Scopus (palavra-chave animal (limitado a) foi usado neste banco de
dados, e outro filtro animal foi criado para o Web of Science. Além disso, nenhum limite de
idioma foi aplicado na pesquisa primaria. Todos os estudos publicados até outubro de 2019
foram incluidos na revisdo sistematica. A estratégia de busca ¢ detalhada nos materiais

complementares (Tabela S1).

2.3 Critérios de seleciao

Seguindo a estratégia PICOS (Population, Intervetions, Comparison, Outcomes e Study
design), os estudos que atenderam aos critérios foram incluidos nesta revisao sistematica. Dois
revisores (AAL e DCA) realizaram a pesquisa bibliografica, removeram artigos duplicados e
selecionaram titulos e resumos em relagao aos critérios de elegibilidade. Apos a triagem inicial,
os artigos para avaliagdo do texto completo, potencialmente relevantes, foram avaliados de
forma independente quanto a elegibilidade por dois revisores (AAL e DCA). O teste kappa foi
utilizado para sele¢do e extracao de dados (kappa = 0,878). As selecdes foram comparadas e as
inconsisténcias resolvidas em consulta com dois outros revisores (RVG ¢ MMS). Todos os
estudos que avaliaram os processos biologicos da agdo das isoflavonas nos testiculos de
modelos murinos durante o periodo de desenvolvimento até a fase adulta ou apenas durante a
fase adulta, foram incluidos em nossa pesquisa. Foram excluidos estudos com androgenos,
hormonios antagonistas ou avaliacao da acao de outros compostos, como pesticidas, fungicidas,
antiandrégenos, vitaminas e radiacdo. Estudos que avaliaram doengas em outros 6rgaos, que
avaliaram apenas durante o periodo gestacional, tumores, fémeas, que utilizaram apenas o

epididimo, espermatozoides e filhotes ndo foram incluidos nesta revisdo sistematica. Estudos
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in vitro, in silico e ex vivo em animais ndo-roedores e estudos que analisam doengas vasculares
foram excluidos desta revisdo. Estudos secundarios (revisoes de literatura, cartas ao editor,
estudos de caso, comentarios e editoriais) também foram excluidos.

ApoOs a triagem, todos os estudos relevantes foram recuperados em texto completo e
selecionados por elegibilidade. A elegibilidade foi revisada pelos pesquisadores e as
divergéncias foram resolvidas por consenso. A lista de referéncias de cada estudo incluido foi
revisada e rastreada manualmente para artigos adicionais [21]. Se algum documento foi
adicionado, sua lista de referéncias também foi revisada ao final deste ciclo. Todos os resultados

encontrados nos estudos foram submetidos a analise de enriquecimento Enrichr [22, 23].

2.4 Extracao de dados
Trés revisores independentes (AAL, MMS e RVG) extrairam os dados essenciais
agrupados em cinco niveis descritivos como segue:
(1) Caracteristicas da publicagdo: autor, ano e pais;
(i1) Caracteristicas do modelo animal: espécie, sexo, idade e peso;
(ii1))  Intervengdo: grupo controle, dose, frequéncia, via e tempo de administragao;
(iv)  Principais resultados apos o tratamento;
v) Destfechos secundarios.
Quaisquer discordancias sobre os dados extraidos foram resolvidas durante as

discussdes com trés revisores adicionais (SLPM, FCSAM e RDN).

2.5 Analise de Viés

A qualidade dos estudos foi avaliada através da ferramenta de risco de viés (RoB) do
SYRCLE (Centro de Revisao Sistematica para Experimentagdo com Animais de Laboratorio)
[24]. Os seguintes dominios metodologicos com base em RoB foram avaliados: (1) viés de
selecdo (geragdo de sequéncia aleatdria, caracteristicas de linha de base, ocultacao de alocagao),
(2) viés de desempenho (alojamento aleatdrio e cegamento de cuidadores e / ou investigadores),
(3) viés de deteccao (avaliagdo de resultados aleatorios, mascaramento da avaliacdo de
resultados), (4) viés de atrito (dados de resultados incompletos), (5) viés de relatorios (relatérios
de resultados seletivos) e outros vieses (o comité de ética, estatisticas e seguranc¢a no local de
trabalho). Construimos uma figura no programa Review Manager 5.3, da Colaboragdo
Cochrane (RoB 2.0), para demonstrar o risco de viés em todos os estudos incluidos. Os itens da

~ 9

ferramenta RoB foram pontuados com “sim” (baixo risco de viés); “Nao” (alto risco de viés);
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ou “pouco claro” (indicando que o item ndo foi relatado e, portanto, o risco de viés era

desconhecido).

3. RESULTADOS
3.1 Selec¢io de estudos guiado pelo PRISMA

Nossa estratégia de busca permitiu a recuperagao de 3.067 estudos (MEDLINE: 614;
Scopus: 1.069; Web of Science: 1.384). Apds a remogao de 676 duplicatas, 2.327 estudos foram
excluidos devido ao tema inadequado rastreado pela leitura dos titulos e resumos. Sessenta e
quatro estudos foram lidos na integra (texto completo) e 44 foram excluidos pelos critérios de
elegibilidade. As referéncias bibliograficas dos 20 artigos selecionados foram analisadas e 2
estudos foram adicionados de acordo com os critérios de inclusdo, resultando em 22 estudos

[25—-46] incluidos nesta revisdo sistematica (Figura 1).



42

Q
S
§ Registros identificados por meio de banco de dados (n =3,067)
% PubMed (n= 614) / Scopus (n= 1,069) / Web of Science (n =
§ 1,384)
|
e Estudos duplicados (n = 676)
o
= |
Registros selecionados | | Registros excluidos

(n=2,391) (n=2,327)
%,
_—§ Texto completo avaliado Artigos de texto
= para elegibilidade 1 completo excluidos:
E‘J (n=64) Associacdo de tratamento
@ ‘ (n=14);

B | Espermatozoide (n=9);
Texto completo incluido na Filhotes (n=21)
sintese qualitativa
(n=20)

'§ ‘ Estudos identificados a
% - partir das listas de
A= | referéncias

. . (n=2)

Estudos incluidos na revisao
sistematica
(n=22)

Figura 1: Diagrama de fluxo dos resultados da pesquisa de literatura de revisdo sistematica com base
na declaragdo do PRISMA (Principais itens para relatar revisdes sistematicas e meta-analise)

(http://www.prisma-statement.org/).
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3.2 Caracteristicas das Publicacées e Animais Experimentais

As caracteristicas gerais dos estudos e modelos experimentais selecionados sdo
apresentadas na Tabela S2. Os estudos foram publicados entre 1955 ¢ 2016 e foram realizados
em varios paises, principalmente Estados Unidos da América (n = 8; 36,36%), seguido pela
Alemanha (n=2; 9,09%) e Inglaterra, Australia, Coreia, Canada, Japao, Nova Zelandia, China,
Polonia, Nigéria, Ira, Malasia e India (n=1 cada; 4,54%). O rato foi o principal modelo animal
utilizado nos estudos (n = 15; 68,18%), seguido dos camundongos (n = 7; 31,81%). Entre as
linhagens de ratos, a maioria dos estudos utilizou Sprague-Dawley (n = 7; 31,81%), seguido
por Long-Evans (n = 3; 13,63%) e ratos Wistar (n = 3; 13,63%). Ratos albinos (n = 1; 4,54%)
e Wistar-Unilever foram usados em apenas 1 estudo (n = 1; 4,54%). Entre os camundongos,
houve grande variacdo entre as linhagens, incluindo Fawn, Wild-type, ArKO, apolipoproteina
E-null, ICR, CD-1 e Balb / C (n =1 cada; 4,54%), ¢ apenas um estudo (n = 1; 4,54%) nao
identificou a linhagem.

Todos os animais experimentais analisados eram machos com variagcdes no peso € na
idade. Todos os estudos com ratos relataram o peso e a idade dos animais, que variaram de 62
a570g e de 21 a 365 dias, respectivamente. Em camundongos, o peso dos animais variou de 25
a43g e aidade variou de 21 a 42 dias; apenas um estudo nao relatou a idade e outro ndo relatou

0 peso.

3.3 Caracteristicas do Desenho Experimental

As caracteristicas dos modelos experimentais e da dieta utilizada em todos os estudos
que avaliaram as isoflavonas na funcao testicular estdo descritas na Tabela S2. A maioria dos
estudos (n = 13; 59,09%) usou ragao livre de isoflavona, oito estudos (36,36%) usaram dieta
padrao e um estudo (4,54%) usou dieta 86. A origem da ragao foi citada por dezenove estudos
(86,36%), e trés estudos (13,63%) nao forneceram essa informacao.

A descricao das principais caracteristicas experimentais dos estudos esta detalhada na
Tabela S3. Estudos tém mostrado variagdes em relacdo ao inicio da exposi¢do experimental a
isoflavonas, onde dez estudos (45,45%) iniciaram a exposi¢do durante o desenvolvimento
embriondrio (gestacdo), dois estudos (9,09%) iniciaram na fase juvenil (28 a 30 dias), nove
estudos (40,90%) iniciaram na fase adulta (42 a 180 dias), e apenas um (4,54%) ndo mencionou
a idade inicial dos animais. A administra¢do oral de isoflavonas foi utilizada pela maioria dos
estudos 90,09% (n = 20), dos quais 68,18% (n = 15) com ingestdo de alimentos e 22,72% (n =

5) por gavagem. As vias, subcutanea e intraperitoneal, foram utilizadas em apenas 4,54% dos
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estudos (n = 1, cada). Todos os estudos tiveram um grupo controle em seus experimentos. O
alimento livre de isoflavonas foi usado como controle em nove estudos (40,90%); caseina em
trés (13,63%); agua destilada e azeite em dois (9,09%, cada); e dieta 86, dieta padrao, alimento
comercial, 6leo de milho, Tween-80 e dimetilsulfoxido em um estudo (4,54%, cada). A maioria
das isoflavonas utilizadas foi adquirida em industrias especializadas (n = 16; 72,72%), trés
foram extraidas de plantas (16,63%), um estudo utilizou isoflavona sintética (4,54%) e dois
estudos (9,09%) nao forneceram esta informacao. A administragdo de isoflavonas foi realizada
diariamente em todos os experimentos. O periodo experimental foi relatado entre 5 e 365 dias

de exposicao em ratos (n = 15; 68,18%) e entre 25 ¢ 180 dias em camundongos (n=7; 31,81%).
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Tabela S2. Caracteristicas dos modelos experimentais e da dieta utilizada em todos os estudos que avaliaram a isoflavona na fung¢ao testicular.

Model | I Estratégi
Estudos Pais o.de 0 Espécie Sexo €so d.ade s. rategia Dieta / Fabricante
animal (g) (dias) alimentar
East. 1955 Alimento s/ Farinha integral 45%, aveia moida 40%, farinha de peixe
[55] ENG Camundongos Fawn Male @) 60 isoflavona 8%, fermento seco 1%, leite desnatado seco 3%, oleo de
figado de bacalhau 2% e cloreto de sddio 1%, (?)
Roberts et al., 2000 S - Mach 21/70 Alimento s/ . . .
oberts et ak, EUA Ratos prague acho 300 . tmento s (?), American Institute of Nutrition (AIN)
[26] Dawley /130 isoflavona
Delcl 1.,2001 S - Mach Alimento s/ )
clelos etal, 2001 p; Ratos prague- - VA0 63 a1/50 0 HenOS (), Dieta pellet NIH-31 pado
[27] Dawley isoflavona
Robertson et al., 2002 Camundongos  Wild-type Macho 98/ Alimento s/ . .
AUS 25 . 7),Glen F t, Australia Ocidental
[28] and ArKO 365 isoflavona (7),Glen Forrest, Austrilia Ocidenta
li 1., 2004 Apoli Mach Ali
Cline et al., 200 EUA Camundongos Po ipopro acho 40 4 . imento s/ AIN 76A., (?)
[29] tein E-null isoflavona
Lee et al., 2004 C d Mach . . . .
e e[g()]’ KOR amunaonsos ICR acho 35 35 Dieta padrao (?),Purina Coreia, Seul, Coreia ®
M t al., 2004 S - Mach Alimento s/ . . .
cveyetal, CAN Ratos prague acho 99 50 . Temo s American Institute of Nutrition (AIN) 96G, (?)
[31] Dawley isoflavona
- — - P 5
Faqi et al., 2004 EUA Ratos W%star Macho 390 47 A.thento s/ (?7), Dieta Teklad 4% Gordura para Ratos /
[32] Unilever isoflavona Camundongos
J t al., 2006 Mach . ?),Pokphand, Animal Feed Co., Ltd., Bangkok,
aroenpotn eval, JPN  Camundongos ) acho 42 60 Dieta padrao (7)Pokphan nlma‘ Aee- © angxo
[33] Tailandia
Macho 78,8% de cereais, 1,5% de leite desnatado, 7% de
Assinder et al., 2007 . . farinha de peixe, 6% de farinha de ossos, 0,5% de NaCl,
NZL Rat Wist 570 90 Dieta 86 . .
[34] atos s feta 0,1% de pré-mistura para roedores e 1% de farinha de
soja, Sharpe, Palmerston North, Nova Zelandia
Aki ietal,?2 Long- Mach Ali
ingbemi et al., 2007 p | Ratos ong acho Hso a1 Mimento s/ (), Tarlan-Heklad, Indianapolis, IN
[35] Evans isoflavona
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Tabela S2 (Continuagdo). Caracteristicas dos modelos experimentais e da dieta utilizada em todos os estudos que avaliaram a isoflavona na funcao

testicular.
| I Estratégi
Estudos Pais Modelo animal  Espécie Sexo €so d:ade s- rategia Dieta / Fabricante
(g) (dias) alimentar
Austrélia
G t al., 2008 S - . S . .
uan e[ 32]’ CHN Ratos g;jvglze Macho 100 21 Dieta padrao Daidzina (0,0011%), genisteina (0,0616%), genistina
Y (0,0002%) e daidzeina (0,0026%), PicoLab® Rodent Diet 20
Sherrill et al., 2010 EUA Mach . . .
et [637? ’ Ratos Long-Evans acho 250 21 Dieta padrao (?), Tarlan-Heklad, Indianapolis, IN
Cederroth et al., 2010 EUA Mach Alimento s/
eaerroth & ak, Camundongos ~ CD 1 a0 yz gy AMIHCTOS (?), Comercial (Harlan Teklad®)
[38] isoflavona
Piot ka et al., 2011 ) Macho )
1OTrows [231 g] e POL Ratos Wistar 418 21 Dieta padrdo @)
Ekaluo et al., 2011 : Macho .
aluo [e4 Oa] ’ NGR Ratos Albino @) 90 Dieta padrao @)
Modaresi et al., 2011 Mach Alimento s/
odarest ¢t at., IRI  Camundongos Balb/C acho 35 (?) . tmentos (?)
[41] isoflavona
Pfaehler et al., 2012 Mach
ac er[zzjl ’ EUA Ratos Long-Evans acho 62 21 Dieta padrdo (?), Tarlan-Heklad, Indianapolis, IN
Loutch t et al., 2013 S - Mach Alimento s/ . S
outchamwoot et a, GER Ratos prague acho 378 60 . 1Merto s (7),Sniff Spezialdidten GmbH, Soest, Alemanha
[43] Dawley isoflavona
M hetal., 2014 S - Mach
usamet ¢t al. MAS Ratos praghe a0 508 21 Dieta padrdo (?),Rain Tree, Australia
[44] Dawley
Loutch tetal., 2014 S - Mach Alimento s/ . S
outchamwoot et at, GER Ratos prague acho 378 60 . [Mero s (?7), Ssniff Spezialdiditen GmbH, Soest, Germany
[45] Dawley isoflavona
M tal., 201 Mach Alimento s/ ,
eena ctat, 7 IND Ratos Wistar acho 281 21 . {merto s (7), adquirido das Agéncias Sai Durga, Bengaluru, India
[46] isoflavona

ENG- Inglaterra; EUA - Estados Unidos da América; AUS - Australia; KOR - Coréia; CAN - Canada; JPN - Japao; NZL - Nova Zelandia; CHN - China; POL
- Polonia; NGR - Nigéria; IRI - Ird; GER - Alemanha; MAS - Malasia; IND - India.
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Tabela S3. Descri¢ao das principais caracteristicas experimentais dos estudos que avaliaram a a¢ao das isoflavonas sobre a fungdo testicular em

modelos murinos.

Inicio do Via de Tratamento Tratado o . Duracao
Estudo . . . . A . Frequéncia .
tratamento administracido de Controle (Dieta enriquecida com isoflavona) (Dias)
East, 1955 60 dias Oral Alimento s/ Isoflavona sintética Diariamente 25
[25] (Ingestao) isoflavona Genisteina (isolada): 15 mg/kg
R 1,2 1 Ali ?
oberts et al., 2000 Gestacio Ora . ) imento s/ C @ Diariamente 130
[26] (Ingestdo) isoflavona Genisteina (isolada): 5 mg/kg
Delclos et al., 2001 Gestacio Oral Alimento s/ Toronto researc chemicals, Inc. ® Diariamente 50
[27] ¢ (Ingestdo) isoflavona Genisteina (isolada): 5, 25, 100, 250, 625 ¢ 1250 mg/L
Robertson et al., 2002 Gestacio Oral Alimento s/ Soja 10% Diariamente 65
[28] ¢ (Ingestdo) isoflavona Genisteina/Daidzeina (conjugada): 146 mg/kg
Cline et al., 2004 30 dias Oral Alimento s/ DuPont Protein Technologies® Diariamente 12
[29] (Ingestdo) isoflavona Genisteina/Daidzeina (conjugada): 202.8 mg/kg
L 1., 2004 1 Ol i hemical
ee et al., 200 180 dias Ora (0) eto de ‘ Srlgmz? Chemical® Diariamente 15
[30] (Gavagem) milho Genisteina (isolada): 2.5 mg/kg
Alimento s/ Sigma Chemical®
M t al., 2004 . Oral . . . . . .
evey F 3 161] ’ 50 dias (In er:téo) isoflavona Genisteina/Daidzeina/Gliciteina (conjugada): 31.07, 36.10, 74.50, Diariamente 360
8 235.80 e 1.046,60 mg/ke
Fagqi et al., 2004 . Oral Alimento s/ PTI G-2535® National Cancer Institute .
42 dias N . L, . o . Diariamente 365
[32] (Ingestdo) isoflavona Genisteina/Daidzein/gliciteina (conjugada): 200 ¢ 2000 mg/kg
Jaroenporn et al., 2006 56 dias Oral~ Agua .Isorlated p.lant’(Puere.lri.a ryniriﬁca)., northern Thailand Diariamente 56
[33] (Ingestdo) destilada Genisteina/Daidzeina/Gliciteina (conjugada): 10 e 100 mg/kg
Assi 1,2 1 Diet RMH - Reli ki
ssinder et al., 2007 90 dias Ora~ Dieta 86 o iet *MH 3500. . c? iance Stoc 00ds® Diariamente 24
[34] (Ingestao) Genisteina/Daidzeina/Gliciteina (conjugada): 0.465 mg/kg
Akingbemi et al., 2007 Gestacio Oral Casein Tarlan-Heklad ®, Indianapolis, IN Diariamente o1
[35] ¢ (Ingestao) Genisteina/Daidzeina/Gliciteina (conjugada): 5, 50, 500 e 1000 mg/L
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Tabela S3 (Continuacdo). Descricao das principais caracteristicas experimentais dos estudos que avaliaram a agdo das isoflavonas sobre a funcao

testicular em modelos murinos.

Inicio do Via de Tratamento de Tratado o . Duracao
Estudo L. - . . A . Frequéncia .
tratamento administracio Controle (Dieta enriquecida com isoflavona) (Dias)
Guan et al., 2008 . Oral ; . Zhejiang Xinxin Bio-Tech® .
28d Agua destilad . . . D t 84
[36] 1as (Gavagem) gua desttlada Genistein/Daidzeina (conjugada): 30, 150, 300 e 600 mg/kg fanamente
Sherrill et al., 2010 N Oral , . I’soladq da I?Ianta .(S.Oj,a) - Har?an—Teklad@ .
Gestagdo . Caseina Genisteina/Daidzeina/Gliciteina (conjugada): 5, 50, 1000 Diariamente 90
[37] (Ingestdo)
mg/L
Cederroth et al., 2010 Gestaci Oral Alimento s/ @) Diari ¢ 180
estagdo . . . . iariamente
[38] ¢ (Ingestdo) isoflavona Genistein/Daidzeina (conjugada): 150 e 190 mg/L
Piotrowska et al., 2011 Oral Meno Stop®
’ Gestaga Dieta padra . : . Diari t 90
[39] it (Ingestdo) 1eta padrao Genisteina/Daidzeina (conjugada): 200 mg/kg laramente
Ekaluo et al., 2011 . Oral . . Livestock Fram® (Graos de Soja) .y
90 d Diet 1 . . . D t 60
[40] 1as (Ingestdo) feta comercia Genisteina/Daidzeina (conjugada): 100, 200 e 300 mg/kg lartamente
Modaresi et al., 2011 @ Oral~ élimento s/ o . Isrolado dfe planta (Soja) . Diariamente 63
[41] (Ingestdo) isoflavona Genisteina/Daidzeina (conjugada): 20, 30, 50% na comida
Pfachler et al., 2012 . Oral . Isolado de planta (Soja) - Harlan-Teklad® .y
Gest: C . . . D t 90
[42] estagao (Ingestdo) asemna Genistein/Daidzeina (conjugada): 0.1, 5, 50, 1000 mg/L laramente
Loutch 1,201 1 h hou Dahua Imp. Exp.
outchanwoot et al., 2013 90 dias Ora Ageite Changz F)u ahua Imp. and Exp. ® Diariamente 5
[43] (Gavagem) Equol (isolada): 100 e 250 mg/kg
M hetal., 2014 Indofine Chemical Com. ®
usamen et at, Gestacao Subcultanea Tween-80 . n © 1,ne emical --om Diariamente 21
[44] Genisteina (isolada): 1, 10 ¢ 100 mg/kg
Loutchanwoot et al., 2014 . Oral . Changzhou Dhua Imp. and Exp. ® .
120d Azeit . D t 5
[45] s (Gavagem) zete Equol (isolada): 100 e 250 mg/kg farlamente
Meena et al., 2017 . . . L. Chengdu Biopurify Phytochemicals® .y
Gest: Int t 1 Dimetilsulfoxid . . D t 100
[46] estagdo  Intraperitonea imetilsulfoxido Genisteina (isolada): 2. 20 and 100 mg/kg iariamente
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3.4 Caracteristicas das Isoflavonas

O percentual das principais formas de administracdo das isoflavonas e suas alteracdes
fisiologicas em modelos murinos sdo apresentadas na Figura 2. Quatro tipos de isoflavonas
(genisteina, daidzeina, gliciteina e equol) foram utilizados nos estudos selecionados. As
isoflavonas foram administradas tanto na forma isolada quanto na forma conjugada. As
isoflavonas agliconas foram utilizadas em mais da metade dos estudos (54,54%) e as
glicosiladas em 45,45% dos estudos (Figuras 2 (a) —2 (c)). As isoflavonas agliconas isoladas
administradas foram a genisteina (n = 6; 27,27%) e o equol (n = 2; 9,09%), e as agliconas
conjugadas administradas foram a genisteina/daidzeina (n = 3; 13,64%) e
genisteina/daidzeina/gliciteina (n = 2; 9,09%). Todas as isoflavonas glicosiladas foram
administradas  conjugadas, sendo genisteina/daidzeina (n = 6; 27,27%) e
genisteina/daidzeina/gliciteina (n = 3; 18,18%) as mais utilizadas. As isoflavonas conjugadas
foram administradas por 63,63% (n = 14) dos estudos e as isoladas por 36,36% (n = 10) dos
estudos (Figura 2 (d)). A forma de acdo das isoflavonas nos componentes celulares (citoplasma
e nucleo) ocorreram em onze estudos (50%) (Figura 2 (e)), sendo que quatro estudos (18,18%)
relataram alteracdes citoplasmaticas e sete estudos (31,81%) alteracdes nucleares. Em relacao
a funcdo molecular, os processos biologicos de ag¢do das isoflavonas foram relatados por quatro
estudos (18,18%) (Figura 2 (f)), e em 9,09% (n = 2; cada) dos estudos os efeitos das isoflavonas

na proliferacao das células de Leydig e regulacdo hormonal foram observados.
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Figura 2. Principais formas de administracdo das isoflavonas e suas alteragoes fisiologicas em modelos murinos: (a) porcentagem de isoflavonas utilizadas; (b)
forma quimica da isoflavona aglicona; (¢) forma quimica da isoflavona glicosilada; (d) porcentagem das isoflavonas administradas, isoladas e conjugadas; (e,

f) principais processos bioldgicos que levaram a mudangas fisiologicas.
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3.5 Principais resultados

Os resultados gerais e a porcentagem de alteragdes moleculares, hormonais, biométricas
e patologicas encontradas pelos estudos incluidos, mostrando os efeitos das isoflavonas na
funcdo testicular em modelos murinos, sao mostrados na Figura 3. Alteragdes moleculares
foram observadas em 50% (n = 11) dos estudos cuja interferéncia na atividade génica foi
encontrada em sete estudos (31,81%) e alteracdes na sintese e atividade proteica foram relatados
em quatro estudos (18,18%). Alteragdes hormonais foram observadas em 68,18% dos estudos
(n=15) e alteracdes biométricas em 59,09% dos estudos (n = 13). Alteragdes patologicas foram
encontradas em todos os estudos selecionados nesta revisdo. As alteragdes nos processos
bioldgicos encontradas na estrutura testicular apos a exposi¢ao as isoflavonas foram descritas
em detalhes na Figura 4, mostrando maiores evidéncias de alteragdes nas fungdes moleculares

e nos componentes celulares.
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ISOFLAVONAS
N=22
v
ALTERACOES MOLCULARES ALTERACOES BIOMETRICAS
N =11 (50 %) N =13 (59.09 %)
GENES (N=7)31.81 % Peso corporalt[29, 36, 40]/ |[26, 27, 36, 39, 43]
TSPO/P action e StAR/acdo do B [[35] Peso testicular|[26,28, 29, 35, 44, 46] / 1[31, 36,
Ero [[35]/ 1[43] 39]
[*H] Timidina, ESR, AKT1 1[37] Peso do epididimo|[26, 36]
CYPI17A1, CYPL1AL 1[37] Peso das glandulas acessorias|[27, 29, 36, 38,
ERa e B |[42] 43]
TERP-1 e 2 1[43]
GnRH, o-subnit |[43]
3B-HSD ou HSD3B1 1[44], [[46], 1[37]
Cx43 1[44]
ERP mRNA expressio no MBH/ME |[45] PATOLOGIAS
Era mRNA expressdo no MPOA/AH |[45] N =22 (100 %)
AR 1[45]
GnRH receptor no MPOA/AH |[45] (N=2)9.09 %
GnRH receptor no MBH/ME |[45] Hipospermia [27]
GnRH receptor na pituitaria |[45] Atrofia testicular [29]
17B-HSD ou HSD17B3 [[46]/ |[37] Hiperplasia mamaria [27]
PROTEINAS (N =4) 18.18 % TESSIDO INTERSTICIAL (N=2) 9.09 %
Era [[35] Tecido intersticial | [46]
Cyclin D3, PCNA 1[37, 42] Volume intersticial }[36]
RB, LHR, pRB780 1[37] .
PAKT*™73 1[37] CELULA DE LEYDIG (N =2) 9.09 %
AR 1[37, 45] Producdo de testosterona| [35]
MAPK3/1, p-MAPK3/1 1[37] Atividade proliferativa 1[37]
StAR, ESR1 1[37]/ |[42]
CYP17A1,CYPI11A1, HSD3B 1[37] EPITELIO GERMINATIVO (N = 6) 27,27%
HSD17B3 or 17B-HSD |[37] Morte das Células Germinativas (CGs) [28,34]
AdipoR2 |[42] Danos a nivel celular em CGs [27]
Adiponectina e Leptina |[42] Desorganizagdo do epitélio [46]
Aromatase P450 [37] Dissociacdo celular[46]

Ruptura epitelial 1[29]
Diminui¢do das CGs [34,41]
Diametro do tubulo |[44]

HORMONAL
N =15 (68.18 %)

< LUME (N=2) 9.09 %
Espermatozoides no lume|[46]
Diametro de lume|[44]

T|[29, 36,37, 39,41, 42,43, 45, 46]/ 1[35]
LH |[26, 28, 43, 45] / 1[35, 40, 41, 46]
FSH |[33, 40, 45]/ 1[28, 46]

DHT |[45]/1[31]

Estradiol 1[37, 39, 40, 42]

Prolactina 1[43,45]

GnRH |[43, 45]

QUALIDADE ESPERMATICA (N = 6) 27.27
%

Motilidade|[33, 46]

Contagem espermatica |[33, 34, 36, 38, 41, 46]

Viabilidade|[33, 46]

Produgdo |[38]

FERTILIDADE (N =4) 18.18 %
1[25, 38, 46] / 1[44]

Figura 3. Resultados gerais dos estudos incluidos mostrando a agdo das isoflavonas na fungéo testicular
em modelos murinos. 1 = aumento; | = diminuicao.
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Figura 4. Principais processos biologicos que induzem alteracdes testiculares apos exposi¢do a isoflavonas em modelos murinos. Fungdes moleculares
envolvendo o nucleo das células de Leydig e componentes citoplasmaticos (a, b). Fungdes moleculares envolvendo altera¢des no eixo Hipotalamo-Hipofise-

Gonada (HHG) (c). I: Intertbulo; TS: Tubulo Seminifero.
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3.5.1 Processos Biologicos

A exposicao de ratos machos a isoflavonas aumentou os niveis de receptor de estrogénio
a (ESR1), proteina quinase ativada por mitogénio 3/1 (MAPK 3/1), proteina quinase B (AKT1),
pAKTSer473 e [3H] Timidina em célula de Leydig (n = 1; 4,54%). O mesmo estudo também
observou aumento na ciclina D3, da proteina antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA)
(n =2, 9,09%) e diminui¢ao da expressdo da proteina translocadora / B (TSPO/B) e proteina
reguladora aguda esteroidogénica / B (StAR/P) in vitro (Figura 3). Alteragdes testiculares
devido a agdo das isoflavonas por fungdes moleculares, envolvendo o processo biologico de
regulacdo da via de sinalizagdo do receptor de estrogénio intracelular (GO: 0033146) e
proliferacao celular (GO: 0042127), foram encontradas em trés (13,63%) estudos e sdo
mostrados na Figura 4 (a). As isoflavonas (genisteina/daidzeina/gliciteina) podem se ligar ao
receptor de estrogénio a (ESR1) e atuar através dos elementos de resposta do estrogénio no
nucleo das células de Leydig para regular e diminuir a expressao génica e/ou induzir interagdes
proteina-proteina nas vias de sinalizagdo. As proteinas nas vias de sinalizagdo sdo mediadas
pela proteina quinase B (AKT1) e proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), que
influenciam a ativacdo da quinase e atuam na progressdo do ciclo celular. A modulacdo da
atividade proliferativa provoca diminui¢do do nimero de células de Leydig (CL) (célula
produtora de testosterona) e, consequentemente, dos niveis de testosterona intratesticular e
sérica (Figura 4 (a), -1). Curiosamente, a exposi¢ao in vitro a genisteina, no periodo perinatal,
aumenta a captacdo de [3H] Timidina levando ao aumento na propor¢do de proliferacdo da
proteina PCNA e da proteina ciclina D3 com consequéncia do aumento na proliferacdo das CL
(Figura 4, 2). O estudo in vitro foi realizado em trabalhos que utilizaram analises in vivo, como
forma de confirmacdo dos resultados, por isso estd sendo relatado. Além disso, os mesmos
estudos observaram aumento da expressdo de proteinas para o receptor LH (LHR) e ESR1 na
CL e receptor androgénico (AR) (5 mg/ L) (Figura 3). Esses resultados confirmam a capacidade
mitogénica da genisteina da CL.

Alteragdes de proteinas envolvidas no transporte de colesterol para a mitocondria e,
consequentemente, sintese de testosterona foram relatadas por quatro (18,18%) estudos (Figura
3). As isoflavonas genisteina/daidzeina/gliciteina (50 e 1000 mg/L), administrada em ratas
gravidas apenas durante o dia gestacional (GD) 12 e ao dia pés-natal (PND) 21, induziu redugao
na expressao da proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR) e na TSPO. As proteinas
transcritas por StAR e TSPO, que sofreram diminuigdo, atuam diretamente no transporte do

colesterol para a mitocondria. A diminui¢do das proteinas portadoras de colesterol na
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mitocondria induz reducdo na producdo de testosterona (Figura 4 (a), 3) e mudangas no feno6tipo
que torna possivel a espermatogénese (MP: 0001155).

A expressao de 3-beta-hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B1) e 17-beta-
hidroxiesterdide desidrogenase (HSD17B3) esta envolvida no processo biossintético de
androgénio (GO: 0006702) (Figuras 4 (a), 3 e 4). A expressao de HSD3BI1, que produz
androstenediona na mitocondria, foi mais intensa nos testiculos tratados com genisteina (10 e
100 mg/kg) na fase juvenil (n = 1; 4,54%) do que em ratos tratados na idade adulta (n = 1;
4,54%) (Figura 4 (a), 3). Por outro lado, os niveis de HSD17B3, que expressam enzimas que
convertem androstenediona em testosterona na mitocondria, diminuiram quando expostos a
genisteina/daidzeina/gliciteina (50 e 1000 mg/L) (n = 1; 4,54%) e genisteina (20 e 100 mg/kg)
(n=1; 4,54%) (Figura 4 (a), 3). As principais consequéncias desse processo sdo alteracdes no
equilibrio da sintese esteroidogénica. A expressdo de StAR e outras proteinas com fungdes
enzimaticas, como citocromo P45017a-hidroxilase / 17-20 liase (CYP17A1) e citocromo P450
(CYP11A1), que estao envolvidas no processo biologico de sintese de esteroide (GO:0006694),
teve alteracdes em quatro (18,18%) estudos apds exposi¢do a isoflavonas (Figura 3). A
expressdao de StAR e outras proteinas com fungdes enzimaticas (CYP17A1, CYP11AI e
HSD3B1) aumentou apds a exposi¢do a genisteina/daidzeina (50 e 1000 mg/L) (n = 1; 4,54%)
(Fig.4 (a), 4). As isoflavonas induzem aumento nas proteinas e enzimas que desempenham
papel importante na producao de androstenediona e diminui¢do na enzima HSD17B3 que atua
como cofator na conversao da androstenediona em testosterona, levando a diminui¢ao desse
hormonio (Figura 4 (a), 4). Essas mudangas levam a diminui¢do da producdo de testosterona
pelas CL.

A diminuicao da expressdo génica dos receptores alfa de estrogénio (Era) foi relatada
em um estudo (4,54%), onde os animais foram expostos a genisteina e daidzeina (5 e 1000
mg/L), enquanto um aumento foi relatado em animais expostos ao equol (250 mg/kg) indicando
competi¢ao endogena (Figura 3). Observamos aumento da expressao do gene da conexina 43
(Cx43) nas células de Leydig de animais tratados com genisteina (10 e 100 mg/kg) em um
estudo (4,54%) (Figura 3). A proteina expressa pelo gene Cx43 atua na comunicagdo célula-
célula, permitindo que ela receba sinais de moléculas importantes para o seu desenvolvimento
normal.

A rota pela qual as isoflavonas promovem alteragdes que levam ao desequilibrio
endocrino no corpo ¢ mostrada na Figura 4 (b). As isoflavonas podem causar redugdo da

proteina adiponectina e do receptor AdipoR2 e, consequentemente, diminuir a produgio de
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testosterona. A proteina adiponectina e o gene AdipoR2 podem alterar a fun¢do do receptor de
hormdnio-proteina (GO: 0016500). A exposi¢do de ratos machos a genisteina/daidzeina (1000
mg/L) no periodo perinatal induziu diminui¢do da adiponectina e da proteina AdipoR2 (n = 1;
4,54%), afetando a funcdo enddcrina das células de Leydig (Figura 3). No mesmo estudo, os
animais foram avaliados até a idade adulta, sendo observada reducdo da concentra¢do de
testosterona, demonstrando a importancia das proteinas adiponectina e AdipoR2.

Alteracoes testiculares devido a acdo das isoflavonas sobre as fungdes moleculares do
eixo hipotadlamo-hipofise-gonada (HHG), que regula a produgao de hormonios importantes para
a espermatogénese, foram relatadas por dois (9,09%) estudos e sdo mostradas na Figura 4 (c).
O hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) tem a func¢do molecular (GO:0005179).
Animais tratados com equol (250 mg/kg) apresentaram diminuicao da produgdo de GnRH no
hipotdlamo e diminui¢do dos receptores de GnRH na hipoéfise, levando a diminuicdo da
produgdo de LH e consequentemente da testosterona (Figura 4 (¢), 1). O FSH diminuiu (n = 3;
13,63%) (Figura 3), levando a diminui¢ao da fungdo das células de Sertoli. Apds a exposicao
ao equol (100 e 250 mg/kg), também houve reducdo no GnRH que levou ao aumento na
expressao dos genes Era e do receptor de estrogénio truncado product-1/-2 (TERP-1/2) (Figura
3), induzindo aumento na produg¢ao de prolactina (Figura 4 (c), 2).

O equol na dose de 250 mg/kg também causou redugdo na expressao do acido
ribonucleico mensageiro (mMRNA) de genes responsaveis por induzir a produgdo de androgenos,
importantes para a funcdo testicular em areas especificas do cérebro (n =1, 4,54%) (Figura 3).
Doses de 100 e 250 mg/kg reduziram os niveis de GnRH e mRNA na area pré-optica medial /
hipotalamo anterior (MPOA/AH), e a dose de 100 mg/kg reduziu os niveis de expressao de Era
mRNA (Figura 3). A dose de equol (250 mg/kg) reduziu os niveis de transcritos de mRNA de
ERP no hipotadlamo basal medial / eminéncia mediana (MBH/ME) (Figura 3). Essas mudangas
levam ao comportamento de acasalamento alterado e a diminuicdo do GnRH, que ¢ importante
para a producdo de LH e FSH.

A acdo das isoflavonas como desreguladores endocrinos foi observada na maioria dos
estudos (n = 15; 68,18%) (Figura 3). A testosterona diminuiu em nove estudos apos a exposicao
a todos os tipos de isoflavonas testadas (40,90%). O aumento dos niveis de testosterona foi
relatado apenas em um estudo (4,54%), onde os animais foram tratados com
genisteina/daidzeina/gliciteina (glicosilada). Os niveis de LH (hormo6nio importante para o
funcionamento das células de Leydig), diminuiu apenas em quatro estudos (18,18%) com

isoflavonas agliconas (equol e genisteina) e glicosiladas (genisteina/daidzeina/gliciteina). O
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aumento do LH foi observado em quatro estudos (18,18%) com isoflavonas agliconas
(genisteina) e glicosiladas (genisteina/daidzeina/gliciteina e genisteina/daidzeina). Os niveis de
FSH (hormoénio importante para o funcionamento das células de Sertoli) diminuiu em trés
estudos (13,63%) com isoflavonas agliconas (equol) e glicosiladas
(genisteina/daidzeina/gliciteina e genisteina/daidzeina). O aumento do FSH foi relatado em
apenas dois estudos (9,09%) com isoflavonas agliconas (genisteina) e glicosiladas
(genisteina/daidzeina). A diidrotestosterona (DHT), um metabdlito secundario da testosterona,
diminuiu em apenas um estudo (4,54%) com equol e aumentou em outro estudo (4,54%) com
isoflavonas agliconas (genisteina/daidzeina/gliciteina). O estradiol aumentou em quatro estudos
(18,18%) com  isoflavonas  agliconas  (genisteina/daidzeina) e  glicosiladas
(genisteina/daidzeina/gliciteina e genisteina/ daidzeina). A prolactina aumentou em dois
(9,09%) estudos, e 0 GnRH, hormdnio importante para a produ¢do de LH e FSH, diminuiu em
dois (9,09%) estudos, onde todos os animais foram tratados com equol.

Em relagdo a biometria corporal, apenas oito estudos (36,36%) relataram esses valores
apds o tratamento. Cinco estudos (22,73%) encontraram diminui¢do significativa no peso
corporal dos animais tratados em relacdo ao grupo controle, e trés estudos (13,64%)
encontraram aumento significativo neste parametro. O peso testicular foi relatado em nove
estudos (40,90%), diminuindo em seis (27,27%) e aumentando em trés (13,63%) deles. O peso
das glandulas acessorias também foi relatado, com reducao apds o tratamento em cinco estudos
(22,73%), e o peso do epididimo reduzido em dois estudos (9,09%).

Todos os estudos selecionados nesta revisdo encontraram patologias apds exposicao as
1soflavonas (Figura 3). As principais consequéncias para o tecido testicular podem ter ocorrido
devido a alteragdes na fung¢do molecular e nos componentes celulares. As alteragdes
encontradas no epitélio germinativo (n = 6; 27,27%) foram morte, diminui¢do e dano ao nivel
das células germinativas, além de desorganizagdo, dissociagdo celular e aumento do disturbio
epitelial. Dois estudos (9,09%) encontraram alteragdes no tecido intersticial, como diminui¢ado
do tecido (n = 1) e aumento do volume (n = 1). Também foi encontrada diminui¢do do nimero
de espermatozoides no lume (n = 1; 4,54%) e aumento do didmetro luminal (n = 1; 4,54%).
Mudangas na qualidade do espermatozoide (n = 6; 27,27%), como diminui¢do da contagem (n
= 6), motilidade (n = 2) e viabilidade (n = 2) também foram observadas. Em 9,09% (n = 2) dos
estudos, foi relatada diminui¢cdo na produgdo de testosterona pelas células de Leydig. Dois

estudos (9,09%) observaram patologias como hipospermia, atrofia testicular e hiperplasia
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mamaria. A andlise da fertilidade foi realizada em quatro estudos (18,18%), diminuindo em trés

estudos (13,63%) e aumentando em apenas um (4,54%).

3.5.2. Relagao entre classes e doses de isoflavonas

A Figura 5 mostra a representacdo das diferentes doses de isoflavonas e suas
consequentes alteragdes nas funcgdes testiculares. As principais alteragdes encontradas na
estrutura testicular apds a exposi¢ao a isoflavona aglicona foram nas fun¢des moleculares e nos
componentes celulares que levaram a danos histologicos, alteragdes espermaticas e diminuigao
da fertilidade. Os animais que receberam genisteina nas doses de 15 e 100 mg/kg e 1250 mg/L
apresentaram alteragdes nos componentes celulares e alteragdes histologicas, levando a
patologias, além de alteracdes espermaticas e reducdo da fertilidade. Os animais tratados com
equol nas doses de 100 e 250 mg/kg apresentaram alteragdes nos componentes celulares e
alteragdes hormonais. A genisteina/daidzeina (aglicona conjugada) nas doses de 202,8 mg/kg e
50 e 100 mg/L induziu alteragcdes nos componentes celulares, além de patologias no testiculo.
Animais tratados com genisteina/daidzeina/gliciteina nas doses de 0,465, 74,50, 235,80 e
1.046,60 mg/kg apresentaram alteragdes hormonais, histologicas e espermaticas.

As principais alteracdes induzidas pelas isoflavonas glicosiladas foram nas fungdes
moleculares, em componentes celulares, hormonais e danos histologicos, além de mudancas
espermaticas e reducao da fertilidade. Os animais que receberam genisteina/daidzeina nas doses
de 100, 146, 200, 300 e 600 mg/kg e 190 mg/L apresentaram alteragdes hormonais, histologicas
e diminuicdo da fertilidade. As isoflavonas genisteina/daidzeina/gliciteina nas doses de 100
mg/kg, 50, 500 e 100 mg/L induziram alteragdes nas fun¢des moleculares e nos componentes
celulares, além de alteragdes hormonais, histologicas e esperméticas. Grandes variagdes foram
encontradas nas dosagens testadas e todas apresentaram alteragdes testiculares. As dosagens
das isoflavonas agliconas variaram de 0,465 a 1.046,60 mg/kg e 190 a 1250 mg/L. As dosagens
das isoflavonas glicosiladas variaram de 100 a 600 mg/Kg e 100 a 1000 mg/L.
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Figura 5. Representacdo de diferentes doses de isoflavonas e suas implicagdes nas alteragdes testiculares.
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3.6 Risco do viés

A avaliacdo da qualidade dos estudos em nivel individual é mostrada na Figura 6 (a), e
a avaliagdo do risco de viés dos estudos incluidos nesta revisao sistematica ¢ mostrado na Figura
6 (b). Nenhum dos estudos atendeu a todos os critérios metodologicos analisados. Vinte e um
estudos (95,45%) descreveram as caracteristicas basais (linhagem, peso e idade) entre os
animais, entretanto, oito estudos (n = 8; 36,36%) ndo apresentaram todas as caracteristicas
basais necessarias. Apenas um estudo (4,54%) ndo mencionou se 0s grupos experimentais eram
semelhantes nas caracteristicas basais. Nove estudos (40,90%) ndo mencionaram sigilo de
alocagdo. Trés estudos (13,64%) relataram alojamento aleatorio de animais e descreveram os
métodos usados. Cinco estudos (22,73%) relataram apenas que foram randomizados e quatorze
estudos (63,63%) ndo forneceram essa informacdo. Apenas oito estudos (36,36%) relataram
que os animais foram expostos a condi¢des ambientais padrao e quatorze estudos (64,63%) nao
forneceram essa informagao. Nenhum dos estudos relatou cegamento (que nao tem informagodes
da conducao do experimento) dos participantes. A selecdo aleatdria para avaliagdo de resultados
foi aplicada em seis estudos (27,27%), e dois estudos (9,09%) relataram que a avaliagdo dos
resultados foi cegado (sem informagdes do que estava sendo avaliado). Em rela¢do aos dados
de resultados incompletos, sete estudos (31,81%) nao relataram se os animais foram excluidos
ou o motivo da exclusdo, sete estudos (31,81%) nao relataram claramente essas informagdes e
apenas oito estudos (36,36%) mencionaram todas as informagdes de exclusdo necessarias.
Todos os estudos seguiram a metodologia e apresentaram os resultados propostos. A maioria
dos estudos (n =20; 90,09%) estavam aparentemente livres de outros problemas que poderiam
resultar em alto risco de viés. Por outro lado, dois estudos (9,09%) apresentaram risco devido
a omissao do comité de ética em estudos com animais ¢ a falta de informagdes sobre as

estatisticas utilizadas.
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Figura 6. Resultados do risco de viés e indicadores de qualidade metodoldgica em nivel individual (a) e
todos os estudos incluidos nesta revisdo sistematica (b) que avaliaram o efeito da isoflavona na estrutura
testicular. Os itens no Centro de Revisdo Sistematica para Experimenta¢do com Animais de Laboratorio
(SYRCLE) risco de avaliacao de viés foram pontuados com “sim” indicando baixo risco de viés, “ndo”
indicando alto risco de viés ou “pouco claro” indicando que o item ndo foi relatado, resultando em um risco
desconhecido de viés.
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4. DISCUSSOES

Neste estudo, realizamos uma revisao sistematica para investigar a agao das isoflavonas
nos testiculos de modelos murinos. Nossos resultados mostraram que as isoflavonas agliconas
e glicosiladas sdo prejudiciais aos testiculos, sendo que as glicosiladas nas doses de 50, 100,
146,200, 300, 500 e 600 mg / kg, bem como 190 e 1000 mg / L, foram mais prejudiciais. Varios
processos bioldgicos podem ser alterados apos a exposicao a isoflavonas, € esses processos tém
sido relatados na literatura. O principal alvo das isoflavonas sdo as células de Leydig, pois a
diminui¢ao da producdo de testosterona foi relatada com maior frequéncia. Além disso, a via
de administragcdo das isoflavonas mais utilizada foi a oral, demonstrando a preocupacio dos
autores em simular a forma mais comum de exposi¢ado humana.

Em relacdo a classificacdo quimica das isoflavonas, as agliconas foram as mais
utilizadas. No entanto, a administracdo das isoflavonas agliconas e glicosiladas conjugadas foi
utilizada pela maioria dos estudos. As isoflavonas agliconas sdo facilmente absorvidas pelo
corpo, enquanto as glicosiladas (conjugadas) sofrem hidrolise prévia, onde sdo convertidos em
agliconas pela B-glicosidases do intestino delgado (médio — jejuno e ileo) antes da absor¢ao
[47, 48]. A administracdo de isoflavonas conjugadas pode comprometer os achados de estudos
individuais, uma vez que ¢ impossivel atribuir seu efeito a um tipo particular de isoflavona
quando a administracdo ¢ na forma conjugada. Por outro lado, os compostos isolados fornecem
resultados menos genéricos que permitem um melhor entendimento dos mecanismos de a¢ao
de uma determinada isoflavona. Dentre os estudos avaliados, a genisteina e a daidzeina foram
as mais utilizadas, administradas separadamente ¢ em combinacdo devido a presenga
predominante desses compostos na soja, leguminosa presente em grandes propor¢des na dieta
humana [2].

Nossos resultados deixam claro que ha preocupacao com o consumo de isoflavonas e
saude reprodutiva desde 1955, porque estes compostos podem atuar como xenoestrogénios [49,
50]. Alguns estudos indicam que o consumo de isoflavonas pode causar alteragdes
androgénicas, e outros relatam que essas alteragdes podem ser insuficientes para comprometer
a fungdo testicular. No entanto, sabe-se que mudancas no controle androgénico testicular
prejudica diretamente a espermatogénese [51, 52]. Existem relatos na literatura indicando que
as isoflavonas inibem a biossintese de andrégenos quando tomadas em doses mais altas [53] ou
causam aumento nos niveis da testosterona sérica, quando tomadas em concentracdes mais
baixas [54, 55]. As maiores alteracdes encontradas nos estudos incluidos foram em animais que

receberam isoflavonas nas doses de 50, 100, 146, 200, 300, 500 e 600 mg/kg e 190 e 1000
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mg/L, com periodo de exposi¢do variando do gestacional até a idade adulta. Observamos que a
ingestdo de isoflavonas em doses variadas pode interagir negativamente com o equilibrio
androgénico testicular.

A producao de testosterona diminuiu significativamente devido a agdo das isoflavonas
no eixo HHG. As células de Leydig (CL) sdo abundantes nos testiculos, com a fungdo de
produzir testosterona, um hormonio essencial para o funcionamento da espermatogénese e
expressdo das caracteristicas sexuais secundarias masculinas [11]. As isoflavonas
(genisteina/daidzeina/gliciteina) podem se ligar a8 ESR1 e regular a agdo hormonal no nucleo
da CL. As proteinas nas vias de sinalizagdo sdo mediadas pela proteina quinase B (AKT1) e
proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) que influenciam a ativa¢do da quinase e atuam
na progressao do ciclo celular. As isoflavonas podem regular a expressdo génica e/ou induzir
interacdes proteina-proteina, aumentando a fosforilagdo de MAPK em MAPK3 / 1 (p-MAPK3
/ 1 ou p-p42 / 44) e diminuindo a progressao do ciclo celular. A modulagdo da acdo hormonal
e da atividade proliferativa causam diminuicao da fungdo e do nimero de CL, com consequente
reducdo dos niveis testiculares e séricos de testosterona. A espermatogénese requer altas
concentragdes de testosterona [11, 52], e baixos niveis desse hormonio podem indicar redugao
na fungao testicular. A exposicao in vitro a genisteina, no periodo perinatal, aumenta a captacao
de [3H] Timidina levando ao aumento na propor¢do da proteina PCNA e da ciclina D3, com
consequente aumento proliferativo das CL. As proteinas PCNA e ciclina D3 sdo importantes
na ativagdo do ciclo celular [56, 57]. Além disso, observa-se o aumento na expressdo de
proteinas para o receptor de LH (LHR), ESR1 e do receptor androgénico (AR) nas CL (5§ mg /
L de genisteina). Os resultados encontrados nos estudos avaliados nessa revisao confirmam a
capacidade mitogénica da genisteina nas CL. A capacidade mitogénica da genisteina pode ser
para compensar a diminui¢ao da testosterona. Além disso, a exposi¢ao de ratos as isoflavonas
pode afetar a diferenciacdo das CL induzindo potenciais alteragdes na funcao testicular.

A reducdo da testosterona também pode ser justificada pela diminuigdo da expressao de
TSPO e StAR mitocondrial apds exposicdo a  isoflavonas  glicosiladas
(genisteina/daidzeina/gliciteina). Os genes TSPO e StAR estdo diretamente associados ao
transporte ¢ movimento do colesterol através das membranas mitocondriais da CL [58]. A
diminui¢do das proteinas expressas por esses genes reduz o transporte do colesterol para as
mitocondrias das CL, levando a diminuicao da produ¢do de testosterona. Porém, a inibicao do
gene StAR também foi observada na presenca de grandes quantidades de adiponectina, que atua

diretamente no LH, inibindo a transcricdo e diminuindo a secre¢do de andréogenos. O LH



64

estimula o funcionamento das CL [52, 59] e a redu¢@o desse hormonio pode levar a diminui¢ao
na produc¢do da testosterona.

Manter o equilibrio das enzimas que participam da sintese de androgenos ¢ importante
para o funcionamento normal dos testiculos [60]. Podemos observar no citoplasma das células
de Leydig o reticulo endoplasmatico liso e as mitocondrias, com muitas enzimas associadas a
sintese de androgenos, que precisam estar em equilibrio [60]. Nossos achados revelaram que a
genisteina (aglicona) diminuiu os niveis das enzimas HSD3B1 e HSD17B3. As isoflavonas
glicosiladas (genisteina/daidzeina/gliciteina) aumentaram os niveis de CYP11A1l, HSD3B e
CYP17A1. Quando o colesterol atinge a matriz mitocondrial, ele é clivado pela enzima
CYP11A1 em pregnenolona, que se difunde da mitocondria e pode ser usada para a formagao
de hormdnios esteroides como o estrogénio [61]. Também observamos que as isoflavonas
glicosiladas (genisteina/daidzeina) induzem aumento nos niveis séricos de estradiol. A enzima
HSD3B1 converte pregnenolona em progesterona [62, 63], ambos s3o precursores da
biossintese de testosterona e posteriormente do estradiol [61]. Para a sintese de androgenos,
uma cascata de enzimas ¢ necessaria para induzir a conversdo da progesterona em 17a-
hidroxiprogesterona e depois em androstenediona [61-63]. Finalmente, a androstenediona ¢
convertida pela acdo da enzima HSD17B3 em testosterona [63, 64]. Essas mudancgas levam a
diminui¢do da produgdo de testosterona pelas CL. As mudangas encontradas indicam que as
isoflavonas podem aumentar os niveis de estradiol e diminuir os niveis de testosterona,
causando desequilibrio das fung¢des celulares em machos.

O aumento do estradiol também pode ser justificado pelo aumento da aromatase P450
que catalisa a biossintese do estradiol usando testosterona como substrato [65]. Portanto, niveis
elevados de estradiol devido a ingestao de isoflavonas podem indicar maior disponibilidade de
substrato, como resultado do aumento da atividade da aromatase P450. O tecido adiposo, que ¢
a principal fonte de estrogénio sérico em machos, além de expressar a aromatase P450, possui
receptores de estrogénio (REs) que sdo alvos para receber estimulos antagdnicos [65]. Assim,
as isoflavonas podem se ligar aos REs no tecido adiposo para regular a biossintese de estrogénio
[65].

A proteina expressa pela Cx43 atua na comunicacdo célula-célula permitindo a
sinalizagdo de moléculas importantes para o desenvolvimento celular [66, 67]. Nos estudos
incluidos, a expressao do gene Cx43 foi maior nas CL, epitélio seminifero, espermatogonia,
espermatocitos e espermatozoides de animais tratados com a isoflavona aglicona (genisteina).

A proteina expressa pelo gene Cx43 estd fortemente associada a maturagdo, proliferacdo e
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desenvolvimento de células germinativas das células de Sertoli [68, 69]. O aumento da
expressdo de Cx43 indica que a genisteina ndo prejudicou o desenvolvimento das gonadas
nesses animais.

Os presentes achados revelaram que o equilibrio hormonal foi alterado por todas as
isoflavonas utilizadas. No entanto, mudancas nas fun¢des moleculares via eixo HHG foram
relatadas apenas para a isoflavona aglicona. A exposi¢do a equol reduziu a expressdo do gene
do receptor do hormonio liberador de gonadotropina (GnRHR), Era mRNA, TERP-1 ¢ TERP-
2, gene da subunidade beta do hormonio luteinizante (LHp) e subunidade alfa da gonadotrofina.
A expressdao de TERP-1 / -2 em ratos ¢ sensivel e regulada positivamente pelo estradiol [70,
71], indicando a acdo estrogénica das isoflavonas. O equol também induziu aumento da
expressao do gene Ero mRNA, estradiol e prolactina nos estudos incluidos. O gene Era mRNA
na glandula pituitdria também ¢ regulado pelo estrogénio [70, 71]. Altos niveis de estrogénio
também podem inibir a proliferagdo das CL, induzir hiperplasia da glandula mamaria em ratos
machos, aumentar o risco de desenvolvimento de cancer [72, 73] e diminuir a secre¢ao de
testosterona. O aumento da atividade desses genes pela acdo das isoflavonas indica que o equol
possui capacidade estrogénica.

A diminuicdo dos niveis de LH e FSH relatada nos estudos incluidos também pode ser
justificada pela diminuicdo do GnRHR na hipéfise. Os niveis de FSH e LH mantém a
concentracao da testosterona equilibrada, sendo essencial para a producao de espermatozoides
[74]. O equol induz a diminui¢do da expressdo de mRNA dos genes responsaveis por induzir a
producdo de androgenos em areas especificas do cérebro. Observou-se reducdo nos niveis de
GnRH mRNA no MBH/ME e no MPOA/AH, que contém os neur6nios que promovem 0O
comportamento de acasalamento em ratos machos. Além disso, os estudos incluidos também
relataram diminui¢do na expressao dos genes Ero, ERB e do receptor de androgeno (AR). O
declinio na expressdo do receptor GnRH na hipofise pode ser explicado por um mecanismo
indireto, via reducdo da atividade dos genes GnRH hipotalamicos [70, 71].

As isoflavonas podem afetar as estruturas testiculares agindo como desreguladores
endocrinos. A desregulacdo endocrina durante a espermatogénese leva a producdo de
espermatozoides defeituosos, com problemas de motilidade, capacidade e viabilidade [75]. A
diminui¢do no FSH, observada em nossos achados, pode causar reducdao nos niveis de
monofosfato ciclico de adenosina (cAMP) e proteina ligadora de androgenos (ABP),
comprometendo a espermatogénese [67]. Estudos também indicaram que a ingestdo de

estrogénio causa diminui¢do nos niveis séricos de LH e FSH associada ao aumento nos niveis
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séricos de prolactina [63]. A disfuncdo hormonal também pode causar alteragdes nas glandulas
acessoOrias, uma vez que a testosterona também atua no funcionamento dos 6rgdos sexuais.
Esses resultados indicam atividade estrogénica de todas as isoflavonas testadas. A medida que
as alteragdes se tornam mais graves e aparentes, ¢ possivel observar a acdo das isoflavonas,
como diminui¢do do peso testicular e corporal, patologias, atrofia testicular, hipospermia e
hiperplasia mamaria.

A analise do peso corporal fornece informagdes importantes sobre a toxicidade geral de
um composto e possiveis implicagdes para a satde [51]. Os animais tratados com isoflavonas
agliconas e glicosiladas, apresentaram redugdo no peso corporal, testicular, epedidiméario e das
glandulas anexas. O peso e/ou tamanho testicular podem ser usados como indicadores da
producao de espermatozoides, uma vez que seu principal componente ¢ o tibulo seminifero
[76]. As alteragdes encontradas indicam toxicidade testicular causada pelas isoflavonas, que
podem prejudicar a producao de espermatozoides.

Todos os estudos selecionados encontraram alteragdes histopatologicas apds a
exposicao as isoflavonas. Observamos que a exposicao a isoflavonas agliconas e glicosiladas
interrompeu a espermatogénese, aumentou a apoptose nas células germinativas e diminuiu o
epitélio seminifero, além de causar desorganiza¢do e descolamento do epitélio seminifero. A
ocorréncia de morte celular e diminui¢do das células germinativas ¢ refletida diretamente na
contagem e na producdo diaria de espermatozoides [75, 77, 78]. Outras alteragdes como
dissociacdo, desorganizagdo, diminui¢ao das células e volume nuclear das células do epitélio
seminifero também foram encontradas. Mudancas na estrutura testicular podem desencadear
mudancas funcionais que levam a infertilidade [52, 51, 58].

Redugdes significativas na produgao diaria de espermatozoides (DSP) e na contagem de
espermatozoides epididimarios em camundongos expostos a genisteina foram relatadas. Esses
achados concordam com outros estudos onde a exposic¢ao de roedores a compostos estrogénicos
[79, 80] levou ao surgimento de histopatologias, como hipospermia e atrofia testicular. Animais
tratados com isoflavonas agliconas (genisteina e genisteina/daidzeina/gliciteina) e glicosiladas,
apresentaram diminui¢do na qualidade, viabilidade, contagem e produ¢do de espermatozoides.
A diminui¢do da qualidade dos espermatozoides pode resultar em infertilidade devido a
capacidade reduzida dos espermatozoides chegarem ao local da fertilizagdo, bem como sua
capacidade de penetrar na zona pelucida [11]. A exposi¢do a isoflavonas reduz a fertilidade

devido a expressao alterada dos receptores de esteroides e aumenta a peroxidacao lipidica do



67

espermatozoide [75, 80]. No entanto, nenhum dos estudos avaliados relatou o estado oxidativo
de animais expostos a isoflavonas.

As revisdes sistematicas sao consideradas estudos de alto nivel, que permitem a
avaliacdo individual dos estudos de forma cega, usando ferramentas especificas [81]. Tais
caracteristicas levam a uma abordagem mais inclusiva e confidvel, proporcionando um amplo
entendimento dos estudos incluidos. No entanto, as discrepancias entre os estudos revisados e
os métodos incluidos sao mostradas como limitagdes, considerando a grande variedade de
caracteristicas dos modelos animais, como idade, peso, nimero de animais e numero de grupos
experimentais. Outra limitago foi a grande variedade de doses (0,465 a 2000 mg/kge 5 a 1250
mg/L). Se levarmos em consideracdo o fato de que a ingestdo de isoflavonas resultante do
consumo de soja em humanos adultos ¢ em torno de 1 mg/kg por dia e formulagdes infantis em
torno de 6 a 9 mg/kg por dia [14], as isoflavonas utilizadas nos estudos incluidos foram em
doses altas. No entanto, muitos alimentos apresentam vestigios de soja, o que aumenta o nivel

de consumo diério.

5. CONCLUSOES

O consumo de isoflavonas agliconas e glicosiladas foi prejudicial aos testiculos, sendo
as doses das glicosiladas de 50, 100, 146, 200, 300, 500 e 600 mg/kg e 190 e 1000 mg/L se
mostraram mais nocivas. Além disso, altas doses de isoflavonas podem induzir alteragdes nas
estruturas testiculares, como na microestrutura testicular, agindo diretamente na expressao de
genes importantes para a producdo de hormonios, levando a infertilidade dos animais
experimentais. A administracdo de isoflavonas isoladas ¢ mais eficiente na avaliagdo do efeito
individual das estruturas testiculares. Entretanto, o composto conjugado (genisteina/daidzeina)
foi o mais utilizado nos estudos. As principais patologias testiculares decorrentes da absor¢ao
de isoflavonas estdo associadas as c€lulas de Leydig e sdo resultado de alteragdes nas fungdes
moleculares e nos componentes celulares. No entanto, mais estudos sdo necessdrios para
analisar o estado oxidativo dos testiculos, para entender a acdo das isoflavonas nas células de
Leydig e para avaliar a via que leva a alteracdo dos receptores androgénicos nas células de

Sertoli e as alteracdes histopatoldgicas no epitélio seminifero.
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OR nematode[TIAB] OR nematodes[TIAB] OR sipunculida[ TIAB] OR dogs[TIAB] OR dog[TIAB] OR canine[TIAB] OR canines|[TIAB] OR
canis[TIAB] OR sheep[TIAB] OR sheeps[TIAB] OR mouflon[TIAB] OR mouflons[TIAB] OR ovis|[TIAB] OR goats|[TIAB] OR goat[TIAB] OR
capra[TIAB] OR capras[TIAB] OR rupicapra[ TIAB] OR chamois|[TIAB] OR haplorhini[TIAB] OR monkey[TIAB] OR monkeys[TIAB] OR
anthropoidea| TIAB] OR anthropoids[TIAB] OR saguinus[TIAB] OR tamarin[TIAB] OR tamarins|[TIAB] OR leontopithecus|[TIAB] OR
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OR troglodytes|TIAB] OR "pan troglodytes"[TIAB] OR gibbon[TIAB] OR gibbons[TIAB] OR siamang[TIAB] OR siamangs[TIAB] OR
nomascus[TIAB] OR symphalangus[TIAB] OR chimpanzee[TIAB] OR chimpanzees[TIAB] OR prosimians[TIAB] OR "bush baby"[TIAB] OR
prosimian[TIAB] OR bush babies[TIAB] OR galagos[TIAB] OR galago[TIAB] OR pongidae[TIAB] OR gorilla[TIAB] OR gorillas[TIAB] OR
pongo[TIAB] OR pygmaeus[TIAB] OR "pongo pygmaeus"[TIAB] OR orangutans[TIAB] OR pygmaeus[TIAB] OR lemur[TIAB] OR lemurs[TIAB] OR
lemuridae[TIAB] OR horse[TIAB] OR horses|[TIAB] OR pongo[TIAB] OR equus[TIAB] OR cow[TIAB] OR calf[TIAB] OR bull[TIAB] OR
chicken[TIAB] OR chickens[TIAB] OR gallus[TIAB] OR quail[TIAB] OR bird[TIAB] OR birds[TIAB] OR quails[TIAB] OR poultry[TIAB] OR
poultries[ TIAB] OR fowl[TIAB] OR fowls[TIAB] OR reptile[TIAB] OR reptilia] TIAB] OR reptiles[TIAB] OR snakes[TIAB] OR snake[TIAB] OR
lizard[TIAB] OR lizards[TIAB] OR alligator[TIAB] OR alligators| TIAB] OR crocodile[TIAB] OR crocodiles|[ TIAB] OR turtle[ TIAB] OR turtles| TIAB]
OR amphibian[TIAB] OR amphibians[TIAB] OR amphibia[TIAB] OR frog[TIAB] OR frogs[TIAB] OR bombina[TIAB] OR salientia| TIAB] OR
toad[TIAB] OR toads[TIAB] OR "epidalea calamita"[TIAB] OR salamander[TIAB] OR salamanders[TIAB] OR eel[TIAB] OR eels|[TIAB] OR
fish[TIAB] OR fishes[ TIAB] OR pisces| TIAB] OR catfish[ TIAB] OR catfishes| TIAB] OR siluriformes[ TIAB] OR arius[ TIAB] OR heteropneustes[ TIAB]
OR sheatfish[TIAB] OR perch[TIAB] OR perches[TIAB] OR percidae[ TIAB] OR perca|TIAB] OR trout| TIAB] OR trouts| TIAB] OR char[TIAB] OR
chars[TIAB] OR salvelinus[ TIAB] OR "fathead minnow"[TIAB] OR minnow[TIAB] OR cyprinidac[TIAB] OR carps[TIAB] OR carp[TIAB] OR
zebrafish[TIAB] OR zebrafishes|TIAB] OR goldfish[TIAB] OR goldfishes|TIAB] OR guppy[TIAB] OR guppies|TIAB] OR chub[TIAB] OR
chubs[TIAB] OR tinca|TIAB] OR barbels| TIAB] OR barbus[TIAB] OR pimephales| TIAB] OR promelas[TIAB] OR "poecilia reticulata"[TIAB] OR
mullet[TIAB] OR mullets| TIAB] OR seahorse[TIAB] OR seahorses| TIAB] OR mugil curema[TIAB] OR atlantic cod[TIAB] OR shark[TIAB] OR
sharks[TIAB] OR catshark|[ TIAB] OR anguilla[ TIAB] OR salmonid[TIAB] OR salmonids[TIAB] OR whitefish| TIAB] OR whitefishes[TIAB] OR
salmon[TIAB] OR salmons[TIAB] OR sole[TIAB] OR solea| TIAB] OR "sea lamprey"[TIAB] OR lamprey[ TIAB] OR lampreys[TIAB] OR
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Tabela S1 (Continuagdo). Filtros de pesquisa usados nas bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science.

ANIMAIS DE LABORATORIO PARTE 2

pumpkinseed[TIAB] OR sunfish[TIAB] OR sunfishes|TIAB] OR tilapia[TIAB] OR tilapias[TIAB] OR turbot[TIAB] OR turbots|[TIAB] OR
flatfish[TIAB] OR flatfishes[TIAB] OR sciuridae[TIAB] OR squirrel[ TIAB] OR squirrels| TIAB] OR chipmunk[TIAB] OR chipmunks[TIAB] OR
suslik[ TIAB] OR susliks| TIAB] OR vole[ TIAB] OR voles[ TIAB] OR lemming[ TIAB] OR lemmings[ TIAB] OR muskrat[ TIAB] OR muskrats| TIAB] OR
lemmus[TIAB] OR otter[TIAB] OR otters| TIAB] OR marten| TIAB] OR martens|[TIAB] OR martes| TIAB] OR weasel[TIAB] OR badger[TIAB] OR
badgers[TIAB] OR ermine[TIAB] OR mink[TIAB] OR minks[TIAB] OR sable[TIAB] OR sables|[TIAB] OR gulo[TIAB] OR gulos[TIAB] OR
wolverine[ TIAB] OR wolverines| TIAB] OR minks[TIAB] OR mustela| TIAB] OR llama[TIAB] OR llamas[TIAB] OR alpaca| TIAB] OR alpacas[TIAB]
OR camelid[TIAB] OR camelids|[TIAB] OR guanaco[TIAB] OR guanacos[TIAB] OR chiroptera| TIAB] OR chiropteras| TTAB] OR bat[TIAB] OR
bats|[TIAB] OR fox[TIAB] OR foxes[TIAB] OR iguana| TIAB] OR iguanas[TIAB] OR xenopus laevis|[ TIAB] OR parakeet[TIAB] OR parakeets| TIAB]
OR parrot[ TIAB] OR parrots| TIAB] OR donkey[TIAB] OR donkeys[TIAB] OR mule[TIAB] OR mules[TIAB] OR zebra| TIAB] OR zebras| TIAB] OR
shrew|[TIAB] OR shrews[TIAB] OR bison[TIAB] OR bisons[TIAB] OR buffalo[TIAB] OR buffaloes| TIAB] OR deer[TIAB] OR deers[TIAB] OR
bear[TIAB] OR bears| TIAB] OR panda|TIAB] OR pandas[TIAB] OR "wild hog"[TIAB] OR "wild boar"[TIAB] OR fitchew[TIAB] OR fitch[TIAB] OR
beaver[TIAB] OR beavers[TIAB] OR jerboa[TIAB] OR jerboas[TIAB] OR capybara[ TIAB] OR capybaras[TIAB]) NOT medline[subset]]

SCOPUS

TESTICULOS ISOFLAVONAS

((TITLE-ABS-KEY (“testis™) OR TITLE-ABS- | (TITLE-ABS-KEY("phytoestrogens") OR TITLE-ABS-KEY (“phytoestrogen") OR
KEY(“testicle”) OR TITLE-ABS-KEY (“testicles”) OR | TITLE-ABS-KEY(“plant estrogen”) OR  TITLE-ABS-KEY(“estrogen, plant”) OR
TITLE-ABS-KEY(“testes”) OR TITLE-ABS-KEY | TITLE-ABS-KEY(“plant estrogens”) OR  TITLE-ABS-KEY(“estrogens, plant”) OR
(“spermatogenesis”) OR TITLE-ABS-KEY(“testosterone”) | TITLE-ABS-KEY (“phyto-estrogen”) OR  TITLE-ABS-KEY(“phyto- estrogen”) OR
OR TITLE-ABS-KEY(“spermatogonia”) OR TITLE-ABS- | TITLE-ABS-KEY(“estrogen-like plant extracts”) OR TITLE-ABS-KEY (“estrogen like
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KEY (“spermatogonias”) OR TITLE-ABS-
KEY (“spermatocyte”) OR TITLE-ABS-KEY
(“spermatocytes”) OR TITLE-ABS-KEY(“spermatid”) OR
TITLE-ABS-KEY (“spermatids”) OR TITLE-ABS-
KEY(“leydig cells”) OR TITLE-ABS-KEY (“seminiferous
tubules”) OR TITLE-ABS-KEY(“blood-testis barrier”) OR
TITLE-ABS-KEY (“seminiferous epithelium”) OR TITLE-
ABS-KEY(“Sertoli cells”))

plant extracts”) OR TITLE-ABS-KEY (“extracts, estrogen-like plant”) OR TITLE-ABS-
KEY (“plant extracts, estrogen-like”) OR TITLE-ABS-KEY(“androgen antagonists”) OR
TITLE-ABS-KEY (“isoflafone”) OR TITLE-ABS-KEY(“isoflavones”) OR TITLE-ABS-
KEY(“isoflavone derivatives”) OR  TITLE-ABS-KEY(“derivatives, isoflavone”) OR
TITLE-ABS-KEY (“genistein”) OR  TITLE-ABS-KEY(“daidzein”) OR TITLE-ABS-
KEY(“glycine”) OR TITLE-ABS-KEY(“formononetine”) OR TITLE-ABS-
KEY(“biocanin A”) OR TITLE-ABS-KEY(“equol”))

Tabela S1 (Continuacgdo). Filtros de pesquisa usados nas bases de dados PubMed, Scopus e Web of Science.

WEB OF SCIENCE

ANIMALS TESTICULOS ISOFLAVONAS

TS=Sertoli cells

TS=Mice OR TS=Mouse OR | TS=testis OR TS=testicle OR TS=testicles | TS=phytoestrogens OR TS=phytoestrogen OR TS=plant estrogen OR
TS=Rat OR TS=Rats OR | OR TS=testes OR TS=spermatogenesis OR | TS=estrogen, plant OR TS=plant estrogens OR TS=estrogens, plant OR
TS=Dog OR TS=Dogs OR | TS=testosterone OR TS=spermatogonia OR | TS=phyto-estrogen OR TS=phyto- estrogen OR TS=estrogen-like plant
TS=Rabbits OR TS=Murine | TS=spermatogonias OR  TS=spermatocyte | extracts OR TS=estrogen like plant extracts OR TS=extracts, estrogen-
model OR TS=Guinea pig | OR TS=spermatocytes OR TS=spermatid | like plant OR TS=plant extracts, estrogen-like OR TS=androgen
OR TS=Hamster OR | OR TS=spermatids OR TS=leydig cells OR | antagonists OR TS=isoflafone OR TS=isoflavones OR TS=isoflavone
TS=Animal model TS=seminiferous tubules OR TS=blood-testis | derivatives OR TS=derivatives, isoflavone OR TS=genistein OR
barrier OR TS=seminiferous epithelium OR | TS=daidzein OR TS=glycine OR TS=formononetine OR TS=biocanin

A OR TS=equol
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1-Department of General Biology, Federal University of Vigosa, Vigosa, Minas Gerais, Brazil
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RESUMO

As bebidas lacteas de soja, consumidas em grandes quantidades nos dias atuais, possuem em
sua composicao isoflavonas (30,02 mg/L a 63,6 mg/L), que sdo compostos organicos naturais,
ndo esteroides e de origem vegetal, possuindo estrutura quimica e funcional semelhante a do
estrogénio. No organismo as isoflavonas podem atuar como hormonios endogenos, causando
desequilibrio corporeo. O sistema reprodutor masculino € regulado pela testosterona e qualquer
ateracdo em sua concentracdo, pode levar a danos para a producao espermatica. Nao existem
trabalhos na literatura avaliando os efeitos das bebidas lacteas de soja no sistema reprodutor
masculino. Sabeno disto, o objetivo desse estudo, foi avaliar os efeitos das bebidas lacteas (ndo
transgénica e transgénica) de soja e leite de vaca sobre os testiculos de camundongos Balb C
adultos, durante 42 dias. Foram utilizados 24 camundongos Balb C machos, adultos, divididos
em quatro grupos experimentais (n = 6 animais/grupo). O grupo 1 controle recebeu agua
destilada, o grupo 2 recebeu bebida lactea de soja com graos nao transgénicos, o grupo 3
recebeu bebida lactea de soja com graos transgénicos e o grupo 4 recebeu Leite de vaca, por
gavagem, todos na dose de 0,7 mL. Ao final do tratamento (43° dia), os animais foram pesados,
anestesiados e eutanasiados. Os testiculos foram removidos, dissecados e pesados, o testiculo
esquerdo foi fixado para andlises histomorfométricas e o direito congelado para analise do
estado oxidativo. O peso corporal reduziu apenas nos animais tratados com as bebidas lacteas
de soja, quando comparados ao controle. Embora os compostos administrados ndo tenham
alterado os niveis séricos de testosterona, o tratamento com a bebida lactea de soja com graos
transgénicos reduziu o diametro nuclear, volume da célula, do ntcleo e do citoplasma de
Leydig, em relacdo ao controle. Ainda, o tratamento com leite de vaca resultou em alteracdes
histologicas testiculares, caracterizados como diminuicdo da altura e da area do epitélio

seminifero, do percentual de vasos sanguineos e do espacgo linfatico e aumento do diametro e
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da area do lume tubular, comparado com o controle. Os compostos utilizados ndo causaram
alteracdes nos demais parametros avaliados. Nossos resultados revelam que o tratamento com
as bebidas lacteas de soja e com o leite de vaca, durante um ciclo espermatogénico, resultam
em alteragdes testiculares. O consumo desses compostos por um periodo maior pode resultar

em maiores prejuizos morfoldgicos nos testiculos, podendo levar a alteragdes funcionais.

Palavras-chave: Isoflavonas. Desreguladores endocrinos. Reproducao. Machos.

ABSTRACT

Soy milk drinks, consumed in large quantities nowadays, have isoflavones in their composition
(30.02 mg/L to 63.6 mg/L), which are natural organic compounds, non-steroidal and of
vegetable origin, having a structure chemically and functionally similar to estrogen. In the body,
isoflavones can act as endogenous hormones, causing body imbalance. The male reproductive
system is regulated by testosterone and any alteration in its concentration can lead to damage
to sperm production. There are no studies in the literature evaluating the effects of soy milk
drinks on the male reproductive system. Knowing this, the objective of this study was to
evaluate the effects of dairy drinks (non-transgenic and transgenic) of soy and cow's milk on
the testes of adult Balb C mice, for 42 days. Twenty-four adult male Balb C mice were divided
into four experimental groups (n = 6 animals/group). Control group 1 received distilled water,
group 2 received soy milk drink with non-transgenic grains, group 3 received soy milk drink
with transgenic grains, and group 4 received cow's milk, by gavage, all at a dose of 0. 7 mL. At
the end of the treatment (43rd day), the animals were weighed, anesthetized, and euthanized.
The testes were removed, dissected, and weighed, the left testicle was fixed for
histomorphometric analysis and the right was frozen for analysis of the oxidative state. Body
weight reduced only in animals treated with soy milk drinks when compared to the control.
Although the administered compounds did not alter serum testosterone levels, treatment with
soy milk drink with transgenic grains reduced nuclear diameter, cell volume, nucleus, and
Leydig cytoplasm, in relation to the control. Furthermore, treatment with cow's milk resulted
in testicular histological changes, characterized as a decrease in the height and area of the
seminiferous epithelium, in the percentage of blood vessels and lymphatic space, and an
increase in the diameter and area of the tubular lumen, compared to the control. The compounds

used did not cause changes in the other evaluated parameters. Our results reveal that treatment
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with soy milk drinks and cow's milk during a spermatogenic cycle results in testicular
alterations. The consumption of these compounds for a longer period may result in greater

morphological damage to the testes, which may lead to functional changes.

Keywords: Isoflavones. Endocrine disruptors. Reproduction. Males.

1. INTRODUCAO

As bebidas lacteas de soja, consumidas em grandes quantidades nos dias atuais,
possuem altas concentragdes de isoflavonas, variando de 30,02 mg/L a 63,6 mg/L (Setchell e
Cole, 2003). As isoflavonas (genisteina, daidzeina, formononetina, biocanina A e equol), sao
compostos organicos naturais, ndo esteroides, de origem vegetal, presentes principalmente na
familia Fabaceae (Strauss ef al., 1998). Sdo denominados fitoestrégenos, possuindo estrutura
quimica e funcional semelhante a do estradiol (Strauss et al., 1998; ktizova et al., 2019).
Quando absorvidos pelos seres vivos conseguem se ligar a receptores especificos de estrogenos
endogenos (Navarro, 2005), o que gera beneficios relatados em fémeas, pela atuagdo
semelhante aos horménios femininos (Bu et al., 2005, Medigovi¢ et al., 2015; kiizova et al.,
2019), e também em machos, na prevencdo do cincer de prostata (Strom et al., 1999;
McCormick et al., 2007; Zhou et al., 2007), sendo uma das vias, a diminui¢do na producao da
testosterona (T). Visto que em machos, os efeitos positivos ocasionados pelo consumo de
fitoestrogenos ocorre devido a diminui¢do da T, hormodnio essencial para o funcionamento da
espermatogénese, entende-se que essa alteracdo pode gerar danos nas fungdes testiculares,
levando a infertilidade (Srilatha e Adaikan, 2003). Os efeitos terapéuticos atribuidos as
1soflavonas tém contribuido para o aumento mundial do consumo de alimentos ricos em
isoflavonas (Branca e Lorenzetti, 2005). No entanto, a disponibilidade de isoflavonas em cada
tipo de alimento ou até mesmo dentro de um mesmo grupo sofre variagdes, dificultando assim
o controle de consumo diario (Retana-Marquez et al., 2012). As leguminosas (em destaque a
soja), cereais integrais e algumas sementes presentes na dieta, possuem indices elevados de
fitoestrogenos (Retana-Marquez et al., 2012; kiizova et al., 2019). Outro alimento, também
consumido em grandes quantidades pelos seres humanos, ¢ o leite de vaca, podendo ter em sua
constitui¢do, isoflavonas (Flachowsky et al., 2011; Liu et al.,2021; Yenew et al., 2022).

O leite de vaca, ¢ uma fonte de nutrientes essenciais como calcio e proteinas (Liu et
al.,2021; Yenew et al., 2022), fornecendo suporte para varias fungdes do organismo (Renhe,
2008). Por ser uma fonte rica em nutrientes, criangas que ndo consomem leite de vaca

apresentam falta de energia e diminui¢@o nas taxas de célcio, proteinas e lipidios (Medeiros et
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al.,2004). A genisteina ¢ o fitoestrogeno mais proeminente no leite de vaca, medido em
concentragdes de 58,9 a 89,8 ug/kg (Flachowsky et al., 2011). Tracos de equol, enterolactona,
formononetina e daidzeina também s3o detectados no leite, principalmente, apds a
suplementagdo das vacas com farelo de soja em alta dosagem (Flachowsky et al., 2011). O
consumo de alimentos que possuem isoflavonas em altas concentragdes, pode trazer danos para
os 6rgaos reprodutivos masculinos (Srilatha e Adaikan, 2003).

Os testiculos, sdo 6rgados do sistema reprodutor masculino, responsaveis pela continua
producao de espermatozoides e da T, hormoénio fundamental para manutencdo da
espermatogénese ¢ das caracteristicas sexuais secundarias (Russell e Griswold, 1993), e
qualquer desequilibrio na fungdo testicular pode levar a infertilidade (Branca e Lorenzetti,
2005). Ha estudos indicando que diversos compostos, como as isoflavonas conjugadas
encontradas na soja, ou isoladas, como a genisteina, podem atuar como desreguladores
endocrinos, levando a uma disfuncdo testicular (Branca e Lorenzetti, 2005, Navarro, 2005;
Yildiz, 2005; kiizova et al., 2019). Quando absorvidas, as isoflavonas se ligam aos receptores
de estrogénio (ERa e ERf) e desencadeiam as mesmas agdes estrogénicas nos tecidos-alvo
(Farmakalidis ef al., 1985, Navarro, 2005; Yildiz, 2005). Embora o efeito estrogénico desses
fitoestrogenos seja muito fraco (Setchell e al., 1997), eles podem exercer efeito agonistico e/ou
antagonistico sobre os receptores de estrogénio (ERP) enddgenos, por competirem pelos
mesmos receptores (Folman e Pope, 1966).

As isoflavonas podem afetar a satide reprodutiva masculina por alguns mecanismos,
como a acado inibitoria direta sobre os testiculos, ou a alteragdo do eixo hipotalamo-hipodfise,
que promovem mudangas nas concentragdes plasmaticas do hormdnio luteinizante (LH) e
hormonio foliculo estimulante (FSH) (Branca e Lorenzetti, 2005). A reducdo do LH pode
prejudicar a fungao das células de Leydig, levando a diminui¢do da producao de T, enquanto a
reducdo do FSH pode prejudicar a espermatogénese (Branca e Lorenzetti, 2005), pois interfere
no funcionamento das células de Sertoli. Alteracdes morfofisiologicas nas gonadas, induzidas
pela absor¢ao de isoflavonas, podem afetar negativamente a realizagdo de processos essenciais
para a formagdo de gametas masculinos viaveis (Kreiger et al., 1982; Chavarro et al., 2008).

As isoflavonas tém vdrios efeitos na fun¢do sexual (Najaf e Ghazanfarpour, 2018). A
genisteina, principal isoflavona da soja, pode causar efeitos positivos para a satide reprodutiva
feminina, como a reposi¢cdo hormonal, tratamento e prevengao do cancer de mama (Cotroneo
et al., 2001; Bu et al., 2005), sendo seus efeitos pouco conhecidos durante o desenvolvimento

e funcionamento do sistema reprodutor masculino (Setchell, 1998; Jefferson et al., 2005).
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Apesar de esfor¢os de pesquisa substanciais, as evidéncias sobre os efeitos das isoflavonas na
saude reprodutiva masculina sdo fragmentadas, apresentando até mesmo divergéncias ente as
doses e compostos (conjugado ou isolado) utilizados (Lozi et al., 2021). Vale salientar que nao
existem trabalhos que avaliam a a¢do do consumo de alimentos, como as bebidas lacteas de
soja, que apresentam altos indices de isoflavonas sobre histologia testicular, sendo este trabalho
pioneiro na avaliacdo dos efeitos no estado oxidativo e na histologia deste 6rgao.

A realizagdo de pesquisas relacionadas a histologia testicular sdo de extrema
importancia, a fim de se verificar a eficacia e seguranga do consumo diario de bebidas lacteas
de soja e do leite de vaca, para a saude reprodutiva masculina. Dessa maneira, este estudo
objetivou-se avaliar o impacto do consumo de bebidas a base de soja (ndo transgénica e
transgénica) e leite de vaca, nos testiculos de camundongolas Balb C, adultos, durante 42 dias.
Nossas descobertas podem aumentar o conhecimento sobre os mecanismos de agao das
isoflavonas da soja nos testiculos, evidenciando seus efeitos durante o ciclo reprodutivo dos

animais (42 dias), evitando o consumo em niveis prejudiciais a fertilidade masculina.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Balb C adultos machos (36g e 50 dias de vida), obtidos
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de
Vicosa. Os animais foram transportados em veiculo com velocidade e temperatura controladas,
sendo mantidos em periodo de adaptacdo por uma semana no Biotério Setorial do Departamento
de Biologia Geral, onde o experimento foi realizado. Para definir o tamanho da amostra
utilizamos o programa WinPepi, com um nivel de significancia de 5% e um grau de certeza de
10%, conferindo ao teste um poder de 90%. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica

no Uso Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa, protocolo n® 01/2022.

2.2 Tratamento
Os animais foram divididos, aleatoriamente, em quatro grupos experimentais (n = 6
animais/grupo). O grupo 1 (controle) recebeu agua destilada, grupo 2 recebeu bebida lactea de
soja com graos nao transgeénicos, grupo 3 recebeu bebida lactea de soja com graos transgénicos
e grupo 4 recebeu leite de vaca, durante 42 dias, todos na dose de 0,7 mL, por gavagem. Os
animais foram mantidos sob controle de luminosidade (12h claro/ 12h escuro) e temperatura

(21°C £ 1) e receberam agua e racdo padrao ad libitum. A bebida lactea de soja com graos nao
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transgénicos, transgénicos e o leite de vaca utilizadas foram de fabricagdo comercial, trocadas
a cada trés dias e mantidas sobre refrigeracdo durante todo o experimento. As tabelas
nutricionais dos compostos utilizados estdao representadas na Figura 1. O leite de vaca foi
utilizado para comparagdo com as bebidas lacteas de soja, além de poderem possuir em sua
constitui¢do, isoflavonas da soja, devido a alimentacao dos animais. A dose de 0,7 mL utilizada,
foi baseada no valor maximo a ser administrado por gavagem para camundongos, levando em

consideragdo o tamanho do seu estdmago.
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Informacio Nutricional Quantidade por %V.D.*
A -
200ml (1 copo) porcio
Valor Energético 69 kcal =290 kJ 3
Carboidratos, dos quais: 23¢g 1
Agticares, dos quais: 09g i
Lactose g i
Proteinas 64¢g 9
Goruras totais, dos quais: i6g 7
Gorduras Saturadas 07g 3
Gorduras trans g i
Gorduras Monoinsaturadas 10g b
Gorduras Poli-insaturadas 17¢g b
Colesterol Omg i
Fibra Alimentar 1.0 mg 4
Sodio 178 mg 7
Vitamina A 162 meg 27
Vitamina D 2.8 mcg 56
Vitamina E 2,7 mg 27
Vitamina B6 0,22 mg 17
Acido Félico 36 meg 15
Vitamina B12 2 mcg 50
Calcio 264 mg 26
Zinco 1.1 mg 16
Informacdo Nutricional Quantidade por %V.D.*
ml (1 copo porgio
B 200ml (1 i
Valor Energético 95 keal =399 kJ 5
Carboidratos 12g 4
Agucares 12g o
Lactose O0g w#
Proteinas S54¢g 7
Gorduras Totais 29¢g 5
Gorduras Saturadas 17g 8
Gorduras Trans 0 o
Fibra alimentar 08¢g
Sodio 95 mg
Calcio 240 mg 24
C Informacio Nutricional Quantidade por % V.D.*
200ml (1 copo) porcio
Valor energético 126 kcal =529 kI 6
Carboidratos 10g 3
Proteinas 1.0g 9
Gorduras totais 6.4g 12
Gorduras saturadas 4.0 18
Sadio 120 mg 5
Cilcio 240mg 24

Figura 1 — Bebidas lacteas de soja e leite de vaca utilizados para tratamento dos animais
experimentais. A- Bebida lactea de soja com gros ndo transgénicos (Ingredientes: Agua, grios
de soja, minerais (calcio e zinco), maltodextrina, sal, vitaminas (E, B6, A, acido folico, D e
B12), aromatizante, estabilizantes: citrato de sodio, goma gelana e goma xantana, emulsificante

lecitina de soja e edulcorante sucralose. B- Bebida lactea de soja com grdos transgénicos
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(Ingredientes: Agua, graos de soja, agucar, minerais (calcio e zinco), sal, vitaminas (E, B6, A,
acido folico, D e B12), aromatizante, estabilizantes: citrato de sodio, goma gelana e goma
xantana, emulsificante lecitina de soja e edulcorante sucralose) C- Leite de vaca (Leite

Pasteurizado Integral).

2.3 Coleta de amostras, biometria corporal e testicular

Ao final do tratamento (43° dia), os animais foram pesados em balanca de precisao 0,01g
(AS500, Marte) e anestesiados com tiopental 30mg/kg pela via intraperitoneal. Posteriormente
a anestesia foi aprofundada seguida da coleta do sangue por meio de pungao cardiaca, sendo os
animais eutanasiados por exsanguinagdo. O sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 15 minutos
a 4°C para obteng¢ao do soro, o qual foi colocado em microtubos, congelados e armazenados em
ultrafreezer a -80°C para andlise da testosterona sérica. Em seguida, foi realizada uma abertura
da cavidade abdominal a partir da incisdo na linha alba, para dissecagdo e obtengao dos
testiculos.

Os testiculos foram removidos, dissecados e pesados, sendo os testiculos esquerdos
fixados em solugcdo Karnovsky (Karnovsky, 1965) para avaliagdo histologica, e os testiculos
direitos congelados em nitrogénio e armazenados ultrafreezer (-80 °C) para anélise do estado
oxidativo.

Para determinar o peso do parénquima testicular, a albuginea foi retirada do testiculo
previamente fixado e pesada, descontando-se seu peso daquele obtido para o testiculo inteiro.
Baseado nos pesos corporal e testicular foi calculado o Indice Gonadossomatico (IGS) a partir
da equacao: IGS (%) =PG/PC x 100, onde PG = Peso total das Gonadas e PC = Peso Corporal
(Amann, 1970). Baseado nos pesos do parénquima testicular e corporal foi calculado o Indice
Parenquimossomatico (IPS) a partir da equagao: IPS (%) = PPT / PC x 100, onde PPT = Peso

do Parénquima de 2 Testiculos e PC = Peso Corporal.

2.4 Processamento do material histologico para microscopia de luz
Fragmentos do testiculo destinados ao estudo em microscopia de luz foram desidratados
em concentragdes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®,
Leica), seccionados em micrétomo rotativo Leica RM 2255 dotado de navalha de vidro (Leica,
Wetzlar, Alemanha) na espessura de 3um mantendo-se um intervalo de 13 cortes entre secgoes,
e corados com azul de toluidina-borato de sddio 1%. As preparagdes foram montadas com
Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha). Imagens histologicas do parénquima foram obtidas

em microscopio Olympus AX-70 e analisadas utilizando-se o soffware Image J ® versdo 1.53a
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(National Institutes of Health, Rockville, MD, EUA) de acordo com as regides pré-definidas

para as analises (Mouro ef al., 2019).

2.5 Histomorfometria testicular
2.5.1 Diametro tubular, altura do epitélio seminifero, didmetro do lume, areas de elementos
tubulares e relagdo tubulo/epitélio

O diametro tubular médio (um) por animal foi obtido a partir da mensuragao, ao acaso,
de 20 seccdes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno mais circular
possivel, sem considerar o estddio em que se encontravam, o menor didmetro observado em
cada secgdo transversal, conforme recomendacdo de Berndtson et al. (1989). Nas mesmas
secgoes utilizadas para medir o didmetro tubular foi mensurada a altura do epitélio seminifero
(um) a partir da tinica propria até o lume tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio,
em cada tibulo, representou a média de duas medidas diametralmente opostas. O diametro do
lume foi obtido subtraindo-se o didmetro tubular das duas alturas obtidas para o epitélio
seminifero.

Para os calculos das areas tubular (ArT), luminal (ArL) e epitelial (ArE) foram utilizadas
as seguintes equacgdes: ArT = n.RT?, onde RT = raio tubular; ArL = ©.RL? , onde RL = raio
luminal; ArE = ArT — ArL. A relacdo tibulo (T)/epitélio (E) foi obtida através da equagdo:
Relagao T/E = ArT/ArE.

2.5.2 Comprimento total dos tubulos seminiferos e comprimento total de tubulo por grama
de testiculo
O comprimento total dos tubulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir do
conhecimento do volume ocupado pelos mesmos nos testiculos e do didmetro tubular médio
obtido para cada animal, empregando-se a seguinte equagio: CTT = VTS/aR?, onde VTS =
Volume total de tibulos seminiferos dos testiculos, tR?> = Area da seccdo transversal dos
tubulos seminiferos e R = diametro tubular/2.
O comprimento total de tubulo por grama de testiculo foi calculado a partir da equacgao:
CTT/g = CTT / PG, onde CTT = Comprimento total de tibulos seminiferos e PG= Peso das

gonadas.
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2.5.3 Volumetria dos componentes testiculares e indices tubulossomatico, epiteliossomdtico
e Leydigossomdtico.

A propor¢ao volumétrica dos elementos que compdem o parénquima testicular foi
estimada a partir da contagem de 5.320 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 266
intersecgdes (pontos), em aumento de 400x. Foi realizada a contagem de 20 campos
aleatoriamente distribuidos nas preparacdes histologicas do testiculo de cada animal. Foram
anotados pontos sobre as estruturas do parénquima testicular como tibulo seminifero,
especificando-se aqueles sobre a tinica propria, epitélio seminifero e lume, e sobre o
compartimento intertubular. A propor¢do volumétrica desses componentes foi calculada
utilizando-se a seguinte equagdo: Propor¢do volumétrica (%) = (NT / NTT) x 100, onde NT =
Registro do nimero de pontos contados sobre o componente e NTT = Numero de pontos totais
contados sobre o parénquima testicular.

A propor¢ao volumétrica entre os elementos que compdem o intertubulo foi estimada a
partir da contagem de 1.000 pontos por animal, utilizando-se reticulo com 540 intersecc¢des
(pontos), em aumento de 400X, realizando-se a contagem de campos aleatoriamente
distribuidos nas preparacgdes histoldgicas do testiculo de cada animal. Foram contados pontos
sobre as células de Leydig, tanto nicleo como citoplasma, vasos sanguineos, espago linfatico,
macrofago e tecido conjuntivo, obtendo-se as proporgdes volumétricas entre estes por meio da
equacdo: Proporg¢ao volumétrica (%) = (%IT x %PVI) /100, onde %IT = Proporg¢ao volumétrica
de intertibulo no testiculo e %PVI = Propor¢ao volumétrica do componente no intertibulo.
Para o célculo dos volumes dos elementos que compdem o tubulo e intertibulo foi utilizada a
equagdo: Volume =% do elemento x PPT /100, onde PPT = Peso do parénquima de 2 testiculos.

Baseado no volume de tiibulos seminiferos € no peso corporal foi calculado o indice
tubulossomatico (ITS) a partir da equacdo: ITS = VIS / PC x 100, onde VTS = Volume de
tubulo seminifero dos testiculos e PC = Peso corporal. Baseado no volume de epitélio
seminifero e no peso corporal foi calculado o indice epiteliossomatico (IES) a partir da equacao:
IES = VES / PC x 100, onde VES = Volume de epitélio seminifero dos testiculos e PC = Peso
corporal. Baseado no volume de células de Leydig e no peso corporal foi calculado o indice
Leydigossomatico a partir da equagao: ILS = (VCL /PC) x 100, onde VCL = Volume de células
de Leydig nos testiculos e PC = Peso corporal. O volume do testiculo foi considerado igual ao

peso uma vez que a densidade testicular estd proxima de 1 em mamiferos (Johnson ez al., 1981).
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2.5.4 Contagem da populagdo celular de tubulos no estadio I do ciclo do epitélio seminifero
A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio germinativo no
estadio I do ciclo do epitélio seminifero, classificado de acordo com o método da morfologia
tubular (Roosen-Runge e Giesel, 1950; Roosen-Runge, 1955; Swierstra, 1968; Berndtson,
1977), foi feita a partir da contagem dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das
células de Sertoli. Foram contados nucleos de espermatogonias, espermatodcitos I na fase de
preleptoteno/leptoteno, espermatocitos I na fase de paquiteno, espermatides arredondadas e
nucléolos evidentes de células de Sertoli em 20 secc¢des transversais de tubulos para cada
animal.
As contagens obtidas foram corrigidas para o didmetro nuclear (DM) na espessura do
corte histologico, utilizando-se a formula de Abercrombie (1946) modificada por Amann e

Almquist (1962), sendo NCEI= niimero corrigido de células do estadio 1:

Espessura do Corte

Espessura do Corte + J[#}Z - [#]2

NCEI = Contagem obtida X

Foram medidos os diametros de 30 nucleos dos tipos celulares estudados, para cada
animal, em aumento de 400x. Para a espermatogdnia, que apresenta nucleo ovoide, o valor
utilizado foi aquele obtido pela média entre o didmetro nuclear maior ¢ menor. Como o nucleo
da célula de Sertoli ¢ irregular, foi medido o seu nucléolo. O numero de células de Sertoli foi
corrigido para o didmetro nucleolar e espessura do corte histologico. Assim, foram
contabilizadas exclusivamente células de Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionou

aplicacdo da mesma formula citada anteriormente.

2.5.5 Razoes entre os numeros celulares
Para a avaliag@o da eficiéncia do processo espermatogénico e das células de Sertoli,
foram estimadas as razdes entre os numeros corrigidos de células da linhagem espermatogénica
e entre estes nimeros e o numero de células de Sertoli no estddio I do ciclo do epitélio
seminifero. As seguintes razdes foram utilizadas:
» Espermatdcitos primdrios (em preleptoteno/leptdteno) / espermatogodnias, obtendo-se o
coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;
= Espermatides arredondadas / espermatogdnias, obtendo-se o rendimento geral da

espermatogénese;
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» Espermatides arredondadas / espermatdcitos primarios (em paquiteno), obtendo-se o
indice meiotico;

= Espermatides arredondadas / nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se o indice de
célula de Sertoli que mede a eficiéncia desta célula;

= Numero total corrigido de células germinativas / nucléolo de células de Sertoli, obtendo-

se a capacidade total de suporte da célula de Sertoli.

2.5.6 Numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo
A estimativa do nimero de células de Sertoli por testiculo (CST) foi realizada a partir
do nimero corrigido de nucléolos de Sertoli por secgdo transversal de tibulo seminifero no
estadio I e do comprimento total de tubulos seminiferos por testiculo, de acordo com a equagao:
CST = (CTT/T x SER) / EC, onde CTT/T = Comprimento total de tubulo por testiculo, SER =
Numero corrigido de nucléolos de Sertoli por seccao transversal e EC = Espessura do corte. O
numero de células de Sertoli por grama de testiculo (CS/gT) foi calculado a partir da equagao:

CST/gT = CST/ PT, onde PT = Peso testicular.

2.5.7 Produgdo espermatica diaria por testiculo e por grama de testiculo

A producgdo espermatica didria (PED) por testiculo foi estimada de acordo com a
equagdo desenvolvida por Amann (1970): PED = (VTS x EAR) / (DC x AST x EC), onde: VTS
= Volume total de tibulos seminiferos (um?®), EAR = Numero corrigido de espermatides
arredondadas, DC = Duragio do ciclo do epitélio seminifero (dias), AST = Area da secgdo
transversal do tiibulo seminifero (um?) e EC = Espessura do corte histoldgico (um). A produgio
espermatica diaria por grama de testiculo (PED/g) foi obtida a partir da formula: PED/gT =
PED / PT, onde PT = peso testicular. A duracdo do ciclo do epitélio seminifero em
camundongos ¢ de nove dias (Russell er al., 1990), sendo uma constante bioldgica espécie-

especifica.

2.5.8 Diametro nuclear, volumes nuclear, citoplasmdtico e de uma célula de Leydig e
numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo

Foi mensurado o didmetro nuclear médio (um) das células de Leydig em aumento de

400x, totalizando 30 nucleos para cada animal. Os nucleos medidos foram aqueles que se

apresentaram esféricos, com cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. A partir das formulas

abaixo, foram calculados o volume nuclear (VNL), citoplasmatico (VCL) e, consequentemente,
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o volume de cada célula de Leydig (VL), em um?: VNL =4/3 nR?, onde R = Raio nuclear; VCL
= %CL x VNL / %NL, onde %CL = Propor¢ao volumétrica de citoplasma de Leydig no
intertubulo e %NL = Proporcdo volumétrica de nticleo de Leydig no intertibulo. O volume de
uma célula de Leydig foi obtido através da formulaVL = VNL + VLC.

O volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos (VLT), em pL, foi calculado a
partir da formula: VLT = (%Ley x PPT) / 100, onde % Ley = Propor¢do volumétrica da célula
de Leydig no parénquima testicular e PPT= Peso do parénquima dos testiculos. O volume que
a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (VL/gT), em pL, foi calculado a partir da
formula: VL/gT = VLT / PT, onde VLT = Volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos,
e PT=peso dos testiculos.

De posse do volume individual da célula de Leydig e do volume total ocupado por estas
células nos testiculos, foram calculados o niumero de células de Leydig nos testiculos (NL) e
por grama de testiculo (NLg/T), por meio da seguinte equacdo: NL = VLT / VL, onde: VLT =
Volume de Leydig nos testiculos € VL = Volume de uma célula de Leydig; NLg/T = NL / PT,

onde PT = Peso dos Testiculos.

2.6 Determinacio da concentracgio de testosterona
No momento da eutanasia o sangue foi coletado por puncao cardiaca e centrifugado a
2000 rpm por 15 minutos a 4°C, o soro obtido foi congelado (-80 °C) e posteriormente processado
para quantificagdo da testosterona sérica. A quantificagdo foi obtida por ensaio de
quimioluminescéncia usando o kit Access® Testosterone, adequado para o Sistema de
Imunoensaio Access III (Beckman Coulter, Brea, CA) e os resultados foram expressos em

ng/dL.

2.7 Histopatologia testicular

Para a avaliacao histopatologica do testiculo foram contados 200 tibulos aleatorios por
animal. De acordo com Johnsen (1970), ha 10 niveis de alteragdes que sdo expressos em
numeros. No presente trabalho foi utilizado o escore de Johnsen modificado (Mouro et al.,
2019) para 8 niveis: Nivel 1- tibulos integros, com células germinativas dispostas no seu sitio
de localizagdo normal e poucos vacuolos; Nivel 2- espacos vacuolares na base do epitélio; Nivel
3- espagos vacuolares no apice do epitélio; Nivel 4- espacos vacuolares na base e no apice do
epitélio; Nivel 5- células espermatogénicas no interior do lume e presenca de células em

processo de degeneragdo visivel ; Nivel 6- tubulos apenas com células basais; Nivel 7- tibulos
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apenas com células de Sertoli; Nivel 8- tibulos seminiferos desprovidos de células de Sertoli
ou germinativas, caracterizando um estado irreversivel de degeneracdo. Esses niveis foram
agrupados em normal (nivel 1), patologias leves (Niveis 2 e 3), moderadas (Niveis 4 e 5) ¢

severas (Niveis 6, 7 e 8).

2.8 Analise antioxidante (Sequestro por DPPH)

Para avaliar a capacidade antioxidante das bebidas lacteas de soja com graos nao
transgénicos, transgénicos ¢ do leite de vaca, foi utilizada a técnica do sequestro do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), metodologia descrita por Falcdo et al., (2006). A analise
¢ feita medindo a capacidade inibitoria de compostos quanto a acao de radicais livres, através
do decréscimo da absorbancia do meio de reagao (Kim et al., 2002). A atividade antioxidante
¢ avaliada pela redugdo do radical DPPH formando difinenil-picril-hidrazina, um composto de
coloracdo amarelada em uma reagao que ¢ estabilizada ap6s 30 minutos do seu inicio (Brand-
Williams et al., 1995). Uma curva-padrdo de absorbancia de DPPH foi realizada e outra para
padrao/controle. Para atividade antioxidante utilizou-se butilhidroxitolueno (BHT), acido
ascorbico (vitamina C) e rutina nas concentragdes de 200, 175, 150, 125, 100, 75 e 50 pg/ml,
diluidos em metanol. A cada concentragdo das beidas lacteas de soja e do leite de vaca (200
uL) ou de BHT/vitaminaC/rutina acrescentou-se 180 pL. de DPPH, fazendo a leitura em leitor
de microplaca a 517 nm, imediatamente apos a mistura (Tempo 0) e ap6s 30 minutos (Tempo
30) de reagdo. A porcentagem de inibi¢do dos radicais DPPH foi calculada através da formula

abaixo:

Abs DPPH/metanol 80% — Abs compostos

x 100
Abs DPPH/metanol 80%

Inibigdo do DPPH (%) =

A solugdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametil-2-acido carboxilico) em diferentes
concentragoes, foi utilizada como curva padrdo, sendo os resultados expressos em pmoles
(equivalentes de Trolox/200 mL de amostra). Todas as amostras testadas foram feitas em

triplicatas.

2.9 Avaliacao do estado oxidativo
O testiculo foi homogeneizado em tampao fosfato (pH 7,4) na propor¢ao de 100 mg de
orgdo para 1000uL. A suspensdo foi centrifugada (12000 rpm a 4°C por 10 minutos) e o

sobrenadante foi utilizado nas analises de determinacao da atividade de enzimas antioxidantes,
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concentragdo de 6xido nitrico, malondialdeido e proteina total. Todas as analises foram feitas e

triplicatas.

2.9.1 Quantificagdo das enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da Catalase (CAT) foi mensurada segundo Aebi et al. (1984)
pela taxa de queda da absorbancia em 60 segundos do peréxido de hidrogénio (H202) (10 mM)
em tampao fosfato de potassio 0,2 M (pH 7,0) e homogenato de tecido em espectrofotometro
(A =240nm). Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do perdxido de hidrogénio e 240 =
36 mol'' L cm™ e os resultados foram expressos em U CAT/mg proteina.

A atividade enzimatica da Superéxido Dismutase (SOD) foi determinada em leitor de
Elisa em 570 nm baseada na capacidade dessa enzima em catalisar a reacdo do superdxido Oz
e HxO; e, assim, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol (Dieterich et al., 2000). Os
resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.
A atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST) foi mensurada de acordo com Habig
et al. (1974), através da formacdo do conjugado glutationa-2, 4-dinitrobenzeno (CDNB). A
atividade da enzima foi estimada em uma mistura contendo CDNB 1 mM em etanol, Glutationa
Redutase (GSH) 1 mM, fosfato de potéssio (pH 7,0) 100 mM e homogenato de tecido pelo
aumento da absorbancia (A = 340 nm) por 90 segundos. O coeficiente de extingdo molar do
CDNB e 340 = 9,6 mM™! cm! foi utilizado para os célculos e os resultados foram expressos em
pumol/min/g. A proteina total dos sobrenadantes de SOD, CAT e MDA foi mensurada (Lowry
et al., 1951) utilizando-se albumina de soro bovino como padrdo, e foi utilizada para a

homogeneizagao dos dados do estresse oxidativo.

2.9.2 Determinagdo do subproduto da peroxidagao lipidica — Malondialdeido (MDA)

Ao homogenato foi adicionado solugdo TBARS (4cido tricloroacético 15%, 0,375% de
acido tiobarbitirico e acido cloridrico 0,25 M), pois as substancias que reagem ao acido
tiobarbitarico sdo, em sua maioria, produtos da peroxidacao lipidica, sendo o MDA importante
marcador para monitorar a taxa de lipoperoxidacdo. Posteriormente foi aquecido em agua
fervente por 40 minutos a 90°C, resfriado, adicionado alcool butilico (600mL), agitado em
vortex e centrifugado a 6000 rpm. A fase superior foi utilizada para quantificar a concentragao
de MDA em leitor de microplacas (A = 532nm). A concentragdo de MDA foi determinada por
meio de curva padrdo a partir de concentragdes conhecidas de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane

(TMPO). Os resultados foram expressos em uM/mg proteina (Buege e Aust, 1978).
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2.9.3 Oxido nitrico (NO)

O nitrito usado como indicador da sintese de 6xido nitrico ¢ detectado pelo Reativo de
Griess, composto por 1% de sulfanilamida e 0,1% naftil-etileno-diamina em &cido fosforico
(H3PO4) a 2,5%. Desta forma, 50uL do sobrenadante das amostras foi adicionado em
microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado em temperatura ambiente por
15 minutos, ¢ em seguida foi realizada a leitura em leitor de microplacas (A = 540 nm). A
concentracdo do oxido nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padrao com

concentragdes conhecidas de nitrito de sodio e expressa em uM (Droge, 2002; Ricart-Jané et

al., 2002).

2.10 Analises estatisticas
Os parametros foram submetidos a avaliagdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
e, em seguida, foi feita analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls (SNK). Foi utilizado o software STATISTICA, sendo o nivel de significancia

considerado de p<0,05. Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

3.1 Biometria corporal e testicular

Os parametros biométricos corporal e testicular estdo descritos na Tabela 1. Houve
diminui¢do do peso corporal dos animais tratados com a bebida lactea de soja com graos nao
transgénicos e transgénicos, quando comparados ao controle. O peso testicular e do parénquima
ndo sofreram alteragdes significativas quando comparados ao controle. Além disso, também
ndo foram observadas alteracdes significativas nos indices parenquimossomatico e
gonadossomatico em nenhum dos grupos tratados, em relacao ao controle. O peso da albuginea
diminuiu significativamente nos grupos tratados com a bebida lactea de soja com graos ndo

transgénicos e leite de vaca em relagdo ao grupo controle.
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Tabela 1 - Parametros biométricos corporal e testicular, de camundongos Balb C, adultos,
expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite

de vaca, durante 42 dias.

Bebida Lactea de  Bebida Lactea

Parametros Controle Soja (NT) de Soja (T) Leite de Vaca
Peso corporal (g) 36,17 +£2,89°2 32,14+2,60° 32,12+3,03° 3549+222%®
Peso testicular (g) 0,20 +0,02 0,20 + 0,02 0,18 £0,03 0,20 +0,02
Peso da albuginea (g) 0,02+0,012 0,01 £0,00° 0,02 + 0,00 2 0,01 £0,00°
Peso do parénquima (g) 0,17+ 0,01 0,15+ 0,03 0,17 £0,03 0,18 0,03
IGS (%) 0,54 + 0,06 0,49 + 0,09 0,58 £ 0,06 0,57 £ 0,06
IPS (%) 0,48 + 0,06 0,47 £ 0,08 0,53 + 0,06 0,55+ 0,07

Percentual dos indices Gonadossomatico (IGS) e Parenquimossomatico (IPS). Dose tnica diaria,
exposicao cronica (n = 6). Dados expressos como média = DP. Letras diferentes, mostram valores
significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman
Keuls).

3.2 Histomorfometria tubular

Os elementos observados na andlise da microestrutura tubular como lume (L), epitélio
seminifero (Ep) e tinica propria (TP), estdo representados na Figura 2. Os parametros didmetro
tubular, altura do epitélio seminifero, areas de elementos tubulares, comprimento total dos
tubulos seminiferos por testiculo e por grama de testiculo, bem como a relagdo tabulo/epitélio,
estdo descritas na Tabela 2. O didmetro de tibulo, comprimento total dos tibulos seminiferos
por testiculo e por grama de testiculo, area do tubulo e a relagdo tubulo/epitélio ndo sofreram
alteragdes significativas quando comparadas ao controle. A altura e a area de epitélio
diminuiram significativamente apenas no grupo tratado com leite de vaca. Além disso, também
foi observado aumento significativo no didmetro e na area de lume apenas no grupo tratado

com leite de vaca.
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Figura 2 — Fotomicrografia do parénquima testicular de camundongos Balb C, adultos,
expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite
de vaca, durante 42 dias. A- Grupo controle, B- Grupo bebida lactea de soja com graos nao
transgénicos. C- Grupo bebida lactea de soja com graos transgénicos e D- Grupo leite de vaca.
L — Lume; Ep - Epitélio seminifero; TP - Tunica Propria. Corte de 3 um corado com azul de

toluidina. Barras = 50pm.
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Tabela 2 - Parametros morfométricos testiculares da regido tubular de camundongos Balb C,

adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T),

e leite de vaca, durante 42 dias.

. Bebida Lactea de  Bebida Lactea de .

Parametros Controle Soja (NT) Soja (T) Leite de Vaca
DT (um) 102,83 £ 6,88 106,68 £ 11,18 100,84 + 7,41 99,03 + 5,91
AE (um) 37,17 +5,022 33,51 +4,25%® 31,53+4,83%® 26,85+241°
DL (um) 28,50+ 10,97 39,66 + 6,67 37,79+ 5,26 45,34+ 6,93 °
CTS/t (m) 18,97 £2,43 15,05+ 3,45 19,25 £ 4,60 2293 +4,12
CTS/gt (m/g) 99,01 + 18,20 95,98 + 19.84 101,99 + 15,96 112,94 £ 11,56
Area do tabulo (um?x10%) 0,84 +0,11 0,90+ 0,19 0,80 £0,12 0,77 +£ 0,09
Area do epitélio (um?x10%) 0,76 + 0,09 0,78 +0,17 0,69 +0,12 % 0,61+0,07°
Area do lume (um?x10%) 0,07 +0,04 ° 0,13 + 0,05 * 0,11 +0,03 @ 0,17+ 0,05 "
RTE 1,19 £0,06 1,17 £0,05 1,17 £ 0,06 1,27 £ 0,08

DT — Diametro de tabulo; AE- Altura do epitélio seminifero; DL- Didmetro do lume tubular; CTS/t-
Comprimento total de tiibulo seminifero por testiculo; CTS/gt- Comprimento total de tibulo seminifero
por grama de testiculo e RTE — Relagao tubulo/epitélio. Dose unica diaria, exposigdo cronica (n = 6).
Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na
mesma linha, em relag@o ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).

O percentual e volume dos componentes tubulares estao descritos na Tabela 3. Nao houve

alteracdes significativas quanto ao percentual e volume do tibulo seminifero, epitélio

seminifero, tunica propria e lume nos grupos tratados, quando comparados ao controle. Além

disso, nenhuma alteracdo nos indices tubulossomaético e epiteliossomatico foram encontradas

em relacdo ao controle.
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Tabela 3 — Percentual e volume dos componentes tubulares de camundongos Balb C, adultos,
expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite

de vaca, durante 42 dias.

Parametros  Controle Bebida Licteade  Bebida Lictea de Leite de Vaca
Soja (NT) Seja (T)
T (%) 90,06 + 1,35 88,07 + 1,69 89,24 + 2,46 90,77 + 2,89
E (%) 78,73 £ 1,91 77,66 + 2,16 78,44 £225 79,65 + 2,66
TP (%) 5,52 £0,85 5,28 £ 0,46 5,86 £0,81 6,17 £0,58
L (%) 5,82+ 1,03 5,14 £ 0,65 4,93 +1,07 4,95+ 1,47
VT (mL) 0,16 0,01 0,14 + 0,03 0,15+0,03 0,18 £0,03
VE (mL) 0,14 £0,01 0,12 +0,03 0,13 +0,03 0,16 0,03
VTP (mL) 0,01 £ 0,00 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,01 £0,00
VL (mL) 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,01 +0,00 0,01 £0,00
ITS (%) 0,43 +£ 0,05 0,41 +£0,08 0,47 £ 0,06 0,50 £0,07
IES (%) 0,38 0,04 0,37 £0,07 0,41 +£0,05 0,44 £ 0,06

T-Tubulo Seminifero; E - Epitélio Seminifero; TP —Tunica Propria; L - Lume, VT - Volume de Ttubulo
Seminifero; VE - Volume de Epitélio Seminifero; VTP - Volume de Tunica Propria; VL - Volume de
Lume; ITS - Indice Tubulossomatico; IES - Indice Epiteliossomatico. Dose tnica diéria, exposi¢io
cronica (n = 6). Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores
significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman
Keuls).

3.3 Contagem de células do estadio I
Os parametros referentes as andlises feitas nos tubulos seminiferos no estadio I estdao
descritos na Tabela 4. O ntimero corrigido das células germinativas do ciclo do epitélio
seminifero, os indices espermaticos, o nimero de células de Sertoli e a produgdo espermatica
diaria permaneceram inalterados em todos os grupos tratados quando comparados ao grupo

controle.
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Tabela 4 - Numero corrigido de células no estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero, razdes
entre os tipos celulares, nimero de células de Sertoli e produg¢do espermatica diaria de
camundongos Balb C, adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com graos nao transgénicos

(NT) e transgénicos (T), e leite de vaca, durante 42 dias.

Bebida Lactea de Bebida Lactea de

Parametros Controle Soja (NT) Soja (T) Leite de Vaca
Espermatogdnia A (%) 2,07 +£0,51 2,02 +£0,54 1,90 £ 0,49 2,40 +£0,40
Preleptoteno/Leptoteno (%) 51,24 £4,56 52,10 £ 3,61 55,26 £ 4,03 55,22 £2,54
Paquiteno (%) 66,94 + 7,03 80,00 + 34,00 74,41 +£ 9,50 81,76 £ 31,15
Espermatide arredondada (%) 127,10+ 11,16 119,36 + 10,50 129,22 £+ 6,55 124,30 + 5,92
Célula de Sertoli (%) 7,36 £3,21 7,86 +0,94 9,36 + 4,03 8,22+1,18
Indice mitético 29,96 + 8,12 29,74 + 7,39 31,31 £6,62 22,04 £3,27
Indice meidtico 2,34 +£0,16 2,09 +0,42 2,12+0,20 2,22 +£0,52
Indice de Célula de Sertoli 13,09 + 4,99 10,25 £ 2,21 11,17 £2,76 12,64 £ 1,28
SER/t (x107%) 1,08 £ 0,40 1,34 £0,35 1,39 +0,37 1,37 £0,34
SER/gt (x107) 5,38 +£2,26 6,01 +1,18 6,27 +2,11 6,23 £ 0,88
CSS 22,75 +7,71 21,85 +£3,54 18,98 + 4,01 20,62 + 1,24
RGE 66,48 + 11,68 73,21 £ 24,47 76,31 +£21,32 68,34 + 7,41
PED/t (x10°) 1591 +2,49 16,72+ 3,23 16,26 + 1,31 17,33 + 2,67
PED/gt (x10°) 72,76 + 7,03 74,02 +9,11 69,83 + 3,26 72,36 + 10,08

SER/t — Numero de célula de Sertoli por testiculo; SER/gt — Numero de célula de Sertoli por grama de
testiculo; CSS — Capacidade de suporte de Sertoli; RGE — Rendimento geral da espermatogénese; PED/t
— Produgdo espermatica diaria por testiculo; PED/gt — Produgdo espermadtica diaria por grama de
testiculo. Dose unica diaria, exposi¢do cronica (n = 6). Dados expressos como média = DP. Letras
diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p <
0,05) (Student Newman Keuls).

3.4 Histomorfometria intertubular

Os elementos observados na analise da microestrutura intertubular como o citoplasma da
célula de Leydig (CL), vaso sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo (TC) e
macrofago (M) estdo representados na Figura 3. O percentual dos componentes do
intertubulares estdo descritos na Tabela 5.

O percentual de intertubulo, de célula, citoplasma e nucleo de Leydig permaneceram
inalterados em todos os grupos experimentais, assim como tecido conjuntivo e macréfagos,
quando comparados ao grupo controle. O percentual de vasos sanguineos e o espago linfatico

reduziram apenas nos grupos tratados com leite de vaca.
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Figura 3 — Fotomicrografia da regido intertubular dos testiculos de camundongos Balb C,
adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T),
e leite de vaca, durante 42 dias. A- Grupo controle, B- Grupo bebida lactea de soja com graos
ndo transgénicos. C- Grupo bebida lactea de soja com graos transgénicos € D- Grupo leite de
vaca. CL- Célula de Leydig; VS- Vaso sanguineo; EL- Espa¢o Linfatico; Tecido Conjuntivo
(TC). Corte de 3 pm corados com Azul de toluidina. Barras = 20um.
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Tabela 5 — Percentual dos componentes do intertubulares de camundongos Balb C, adultos,

expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite

de vaca, durante 42 dias.

. Bebida Lactea de Bebida Lactea de .
Parametros Controle Soja (NT) Soja (T) Leite de Vaca
Interttibulo (%) 9,94 + 1,35 11,93 +£1,69 10,76 +2,46 10,42 + 2,89
Célula de Leydig (%) 8,09 £ 1,45 10,37 + 1,76 9,11 £2.38 9,23 £3,00
Nucleo de Leydig (%) 2,41 +0,42 2,93 £0,66 2,47+ 0,68 2,23 +£0,55
Citoplasma de Leydig (%) 5,68+1,14 7,44 £1,38 6,64 +1,73 7,00 £2,47
Vaso sanguineo (%) 0,52+0,25% 0,48 £0,23 0,33 +£0,12% 021 +0,10°
Espaco Linfatico (%) 0,77+0,36* 0,60 £0,16 0,99 £0,81 0,43 +£0,28"°
Tecido Conjuntivo (%) 0,52 +0,37 0,45+0,17 0,33+0,16 0,55+0,10
Macroéfago (%) 0,00+ 0,01 0,02 £ 0,02 0,00 + 0,01 0,00 £+ 0,00

Dose utnica diaria, exposi¢ao cronica (n = 6). Dados expressos como média + DP. Letras diferentes,
mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05)

(Student Newman Keuls).

O volume dos componentes intertubulares estdo descritos na Tabela 6. O volume de

vasos sanguineos reduziu apenas no grupo tratado com leite de vaca, quando comparado ao

controle. O volume dos demais parametros avaliados como intertiibulo, célula, citoplasma e

nucleo de Leydig, espaco linfatico, tecido conjuntivo e macrofagos ndo tiveram alteragdes

significativas em nenhum dos grupos tratados, quando comparados ao controle.

Tabela 6 - Volume dos componentes intertubulares de camundongos Balb C, adultos, expostos

a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite de vaca,

durante 42 dias.

. Bebida Lactea de  Bebida Lactea .
Parametros Controle Soja (NT) de Soja (T) Leite de Vaca
Intertabulo (uL) 17,26 +£2,80 17,69 + 2,96 17,69 + 2,96 19,82 + 3,60
Leydig (uL) 14,02 £ 2,64 15,32 +£2,32 15,32 +£2,32 17,52 £ 4,42
Nucleo de Leydig (uL) 4,19+£0,85 4,34 +0,96 4,34 +0,96 4,26+ 0,77
Citoplasma de Leydig (uL) 9,83 +£2,00 10,98 + 1,70 10,98 £ 1,70 13,26 £ 3,71
Vaso sanguineo (uL) 0,92+0,462 0,69 +0,28 % 0,69 +0,28 % 0,41+0,20°
Espaco Linfatico (uL) 1,35+ 0,68 0,94 £ 0,40 0,94 + 0,40 0,84 + 0,57
Tecido Conjuntivo (uL) 0,90 + 0,62 0,71 £ 0,43 0,71 £ 0,43 1,05+0,12
Macroéfago (uL) 0,01 £0,01 0,03 + 0,04 0,03 £0,04 0,00 + 0,00

Dose tnica diaria, exposi¢do cronica (n = 6). Dados expressos como média = DP. Letras diferentes,
mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05)

(Student Newman Keuls).
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Os parametros morfométricos e estereologicos das células de Leydig estdo descritos na
Tabela 7. O volume e nimero de célula de Leydig por testiculo e por grama de testiculo, bem
como o indice Leydigossomatico permaneceram inalterados em todos os grupos tratados,
quando comparados ao grupo controle. O didmetro nuclear, volume da célula, do niicleo ¢ do
citoplasma de Leydig reduziram significativamente no grupo tratado com a bebida lactea de

soja com graos transgénicos, em relagdo ao grupo controle.

Tabela 7 - Parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos
Balb C, adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com grdos ndo transgénicos (NT) e

transgénicos (T), e leite de vaca, durante 42 dias.

Bebida Lactea de Bebida Lactea de

Parametros Controle Soja (NT) Soja (T) Leite de Vaca
DNL (um?3) 451+043°? 434+0,36® 3,81 +0,48° 397+0,17%
VCL (um?) 167,21 £55,16? 156,86 + 47,40 @ 109,71 +£37,14% 134,29+ 19,70 ®
VL/ (um?) x10° 14,02 + 2,64 15,32 +2,32 15,05+ 3,33 11,88 £2,10
VL/gt (um?) x10° 72,88 + 14,39 98,36 + 16,64 81,69 + 19,92 88,64 £29,19
VNL (pum?) 49,15+ 13,85% 4342+ 11,30 30,06+ 11,95° 33,00+ 4,26
V Cito. L (um?) 118,06 +42,06* 113,44 + 37,95 ® 79,65+£25,59° 101,29+ 16,73 @
N° CL/t (x10%) 93,42 £ 42,74 106,56 + 44,02 105,47 £ 42,59 103,01 + 38,87
N° CL/gt (x10%) 484,73 £ 110,55 665,42 + 189,12 551,89+ 195,95 461,24+ 103,19
ILS (%) 0,04 £0,01 0,05+0,01 0,05 +£0,01 0,05 +0,01

DNL - Didmetro Nuclear de Leydig; VCL - Volume de Célula de Leydig; VL/t — Volume de Leydig por
testiculo; VL/gt — Volume de Leydig por gramas de testiculo; VNL - Volume do Nucleo de Leydig; V
Cito. L - Volume do Citoplasma de Leydig; N° CL/t - Nimero de célula de Leydig por testiculo; N°
CL/gt - Nimero de célula de Leydig por grama de testiculo; ILS - indice Leydigossomatico. Dose tinica
diaria, exposicao cronica (n = 6). Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores
significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman
Keuls).

3.5 Testosterona
Os dados referentes a concentragdo de testosterona sérica estdo descritos na Figura 4. Nao
houve alteragdes significativas na concentracao de testosterona em nenhum dos grupos tratados,

quando comparados ao controle.
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Figura 4 - Concentracdo de testosterona sérica de camundongos Balb C, adultos, expostos a
bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite de vaca,
durante 42 dias. Dose Unica diaria, exposi¢do cronica (n = 6). Dados expressos como média +
DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em

relacdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).

3.6 Histopatologia testicular
O percentual de histopatologia testicular estd representado na Figura 5. Nao houve
alteracdo significativa nas proporgdes de tubulos normais, com patologias leves, moderadas e

severas nos grupos tratados, quando comparados ao controle.
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Figura 5 - Propor¢do de tubulos seminiferos normais e com patologias nos testiculos de
camundongos Balb C, adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos
(NT) e transgénicos (T), e leite de vaca, durante 42 dias. Dose tinica didria, exposi¢do cronica
(n = 6). Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores
significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05) (Student
Newman Keuls).

3.7 Analise antioxidante (Sequestro por DPPH)
As bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e de vaca ndo tiveram
uma taxa alta de sequestro por DPPH. Os resultados obtidos das bebidas lacteas e do leite de
vaca foram comparados com os antioxidantes comerciais BHT, acido ascorbico e rutina,

mostrando que os compostos testados ndo possuem atividade antioxidante.

3.8 Analise do estado oxidativo
Dados referentes as atividades das enzimas antioxidantes Superoxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa—S-transferase (GST); dos metabolitos de peroxidagdo lipidica,
Malondialdeido (MDA) e do estresse nitroso, Oxido nitrico (NO), estdo descritos na Figura 6.
Nao houve alteragdes significativas em nenhum dos grupos tratados em relagdo as enzimas
antioxidantes (SOD, CAT e GST), aos metabolitos de peroxidagao lipidica (MDA) e o estresse

nitroso (NO), quando comparados ao grupo controle.
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Figura 6 — Atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GST), dos metabolitos de peroxidagdo lipidica (MDA) e do estresse nitroso (NO)
do testiculo de camundongos Balb C, adultos, expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT) e transgénicos (T), e leite de
vaca, durante 42 dias. SOD - Superoxido dismutase; CAT - Catalase; GST - Glutationa—S-transferase; MDA - Malondialdeido; NO - Oxido Nitrico.
Dose tnica didria, exposi¢ao cronica (n = 6). Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes

na mesma linha, em relacao ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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4. DISCUSSAO

Este estudo foi pioneiro na avaliagdo dos efeitos das bebidas lacteas de soja (com graos
ndo transgénicos ¢ transgénicos) e leite de vaca nos parametros biométricos,
histomorfométricos, histopatologicos, hormonal e do estado oxidativo dos testiculos de
camundongos Balb C adultos. Dados disponiveis na literatura relatam apenas informagdes
sobre os parametros biométricos corporal e testicular com graos de soja € seus compostos
isolados (Lozi et al., 2021). Neste trabalho, observamos que o periodo de tratamento por 42
dias com camundongos Balb C, por via oral, e com as analises utilizadas, ndo foi capaz de
interferir na estrutura testicular apés absor¢do dos compostos testados. Em especial, foram
observadas diminui¢do do peso corporal e da albuginea, da altura do epitélio seminifero e area
de epitélio, aumento no didmetro e area de lume, redugdo do percentual de vasos sanguineos
e o espago linfatico, volume de vaso sanguineo, no didmetro nuclear, volume da célula, do
nucleo e do citoplasma de Leydig. O testiculo ¢ um 6rgdo complexo e qualquer alteragdo em
sua arquitetura pode gerar graves consequéncias para a reprodugao.

Os dados biométricos de peso corporal (PC) sofreram reducao nos grupos tratados com
as bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos e transgénicos. O peso corporal fornece
informagdes importantes sobre a agdo de um composto e suas possiveis implicagdes para a
saude (Fernandez et al., 2008). Resultados similares aos deste estudo também foram
observados por Roberts ef al. (2000) com genisteina (5 mg/kg por 130 dias), Delclos et al.
(2001) com genisteina (1250 mg/L por 50 dias), Guan ef al. (2008) com genisteina/daidzeina
(150, 300 e 600 mg/kg por 84 dias) e Piotrowska et al. (2011) com genisteina/daidzeina (200
mg/kg por 90 dias). A perda de peso em excesso, de animais experimentais que vivem dentro
das mesmas condi¢des pode indicar que o composto administrado pode estar gerando
alteragdes moleculares que nao foram avaliadas e que ainda nao refletiram na morfologia do
tecido. J& o peso da albuginea, reduziu apenas nos grupos tratados com as bebidas lacteas de
soja com graos nao trangénicos e leite de vaca. Por outro lado, com rela¢do a diminui¢do do
peso da albuginea, encontramos na literatura discordancia com nossos resultados em animais
tratados com outras espécias de plantas. Dias et al. (2019) ndo observaram alteragdes no peso
da albuginea testicular de camundongos tratados com extrato de raizes de Pfaffia glomerata
por 42 dias. O peso do testiculo (PT) e do parénquima testicular, além dos indices
gonadossomatico (IGS) e parenquimossomatico (IPS) ndo sofreram alteragdes significativas.
Grgurevic et al. (2016), observaram que camundongos machos tratados com leite de vaca com

estrogénio natural e leite de vaca com 17-estradiol, também ndo tiveram alteragdes no peso
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PT. Também ndo foram observadas alteragdes no IGS e PT por Gomes et al. (2011) com
Heteropterys aphrodisiaca, Monteiro et al. (2012) com Rudgea viburnoides e Oshio et al.
(2015) com Ginkgo biloba em ratos Wistar. A reducdo do peso corporal nos animais tratados
com as bebidas lacteas de soja pode indicar o inicio de outras alteragdes histologicas que ainda
nao se tornaram visiveis, uma vez que todos os animais estavam expostos as mesmas
condi¢des. Um periodo maior de tratamento com os compostos testados, poderia trazer mais
informacdes sobre os efeitos das bebidas lacteas de soja e do leite de vaca nas estruturas
testiculares, que ndo foram possiveis de serem observadas em 42 dias.

Em relacdo a altura (AE) e area de epitélio observou-se diminui¢do, como
compensagdo, encontramos também diminui¢ao do diametro (DL) e area de lume em animais
tratados com leite de vaca. Esses parametros ndo apresentaram alteracdes nos animais tratados
com as bebidas lacteas de soja. Segundo Ma, ef al. (2009), o leite de vaca apresenta efeitos
adversos no sistema reprodutivo de camundongos machos ICR. Na literatura dados
semelhantes aos obtidos com as bebidas lacteas foram encontrados, onde Melo ef al. (2010)
e Gomes et al. (2011), utilizando T. fasciculatus e H. aphrodisiaca, respectivamente, nao
observaram alteragdes na AE. Em descordancia com nossos resultados, Meena et al. (2017)
observaram diminui¢do na AE e no DL em ratos Wistar tratados com genisteina nas doses de
2,20 e 100 mg/Kg por 100 dias. A diminui¢do da altura e da area de epitélio, bem como o
aumento do diametro e area de lume, pode estar relacionada com alteracdes na producao
espermatica, pois as células germinativas encontram-se no epitélio seminifero. O tempo e a
quantidade diaria de consumo do leite de vaca pode influenciar no surgimento de alteragdes
nesses parametros. Entdo, nosso objetivo € continuar estudando a acao das bebidas lacteas de
soja e leite de vaca para tentar preencher estas lcunas do conhecimento, especialmente em
relagdoao tempo de exposi¢do e aos mecanismos intracelulares ativados apds a exposicao.

Nenhum dos parametros avaliados em relagao ao percentual e volume dos componentes
tubulares, as células germinativas, célula de Sertoli, indices mitético e meiodtico, e rendimento
espermatico tiveram alteragdes. Diferentemente de nossos resultados, Assinder et al. (2007),
em um estudo com genisteina/daidzeina/gliciteina na dose de 0,465 mg/kg por 24 dias e
Modaresi et al. (2011) com genisteina/daidzeina a 20, 30, 50% na comida por 63 dias,
observaram diminui¢do das células germinativas. Morte das células germinativas foram
encontradas por Robertson et al. (2002) em animais tratados com genisteina/daidzeina na dose
de 146 mg/kg por 65 dias e por Assinder et al. (2007), em um estudo com
genisteina/daidzeina/gliciteina a dose de 0,465 mg/kg por 24 dias. Delclos ef al. (2001)



111

observaram danos a nivel celular das células germinativas em animais tratados com genisteina
na dose de 1250 mg/L por 50 dias. Encontramos na literatura que altas doses de daidzeina
(0,03/ 0,3 / 3 ou 30 umol/l in vitro por 72 h) podem exercer efeitos adversos nas células de
Sertoli em testiculos de camundongos neonatos (Zhu et al., 2016). Os trabalhos que
encontraram alteragdes nas células de Sertoli e nas células germinativas usaram as isoflavonas
majoritarias da soja isoladas. Em relacdo a esses parametros, o funcionamento normal do
testiculo apos tratamento com os compostos testados, indica que o processo espermatogénico
dos animais nao foi afetado. A falta de trabalhos com os compostos testados neste estudo
dificulta a comparacdo dos resultados obtidos. Acredita-se que muitos fatores podem
influenciar no surgimento de mais alteragdes nestes parametros, como tempo de tratamento,
dose, idade dos animais, fases da vida, além do uso de compostos conjugados ou isolados.

O percentual de intertiibulo, de célula, citoplasma e nucleo de Leydig permaneceram
inalterados em todos os grupos experimentais, assim como tecido conjuntivo e macrofagos.
Em contrapartida, Meena et al. (2017) em um estudo com a isoflavona majoritaria da soja
(Genisteina nas doses de 2, 20 and 100 mg/kg por 100 dias) em ratos Wistar no periodo pos-
desmame (21 dias) por via intraperitoneal observaram diminui¢ao do intertibulo. Zhu et al.
(2016) relataram que ndo houve alteracdes na proliferagdo das células de Leydig apos
exposicao a daidzeina (30 umol/l - in vitro), ndo obtendo aumento do percentual celular,
porém, um potencial efeito nocivo na funcao da esteroidogénese testicular durante o periodo
neonatal precoce foi identificado. Sherrill ef al. (2010), em um experimento com ratos, no
periodo pré-natal, tratados com soja integral (concentracdo de isoflavonas nas dietas
experimentais de 0, 5, 50 ou 1000 ppm com base no contetdo testado de genisteina e
daidzeina) na dieta observaram aumento no percentual das células de Leydig. Os percentuais
de vasos sanguineos e do espago linfatico reduziram apenas nos grupos tratados com leite de
vaca. Essas alteracdes podem ter ocorrido devido a diminui¢do da altura de epitélio e aumento
do diametro de lume. Além disso, em um tempo maior de exposicao, mais alteragdes poderiam
surgir, levando em consideragdo a importancia dos vasos saguineos nesta regido. Resultados
semelhantes aos obtidos com as bebidas lacteas de soja, foram encontrados em um estudo
com camundongos expostos ao 6leo da Euterpe oleracea (150 mg/kg - 42 dias), que possui
isoflavonas em sua composi¢ao (Kang et al., 2010; Darnet et al., 2011;), onde o percentual
de vasos sanguineos e do espago linfatico nao sofreram alteragdes (Mouro et al., 2020). O
fato dos animais utilizados neste estudo serem adultos e o tempo de exposi¢dao de 42 dias,

podem ter sido fatores que influenciaram no surgimento de alteracdes mais agravantes nesses
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parametros.

Com base nos resultados obtidos em relagao ao volume dos componentes intertubulares,
ap6s o periodo de tratamento, apenas o volume de vasos sanguineos reduziu nos animais
tratados com leite de vaca, permanecendo inalterados nos tratados com as bebidas lacteas de
soja. Diferentemente, Mouro et al. (2020) ndo observaram nenhuma alteracao no volume dos
componentes intertubulares ap6s exposicao de camundongos ao 6leo da Euterpe oleracea na
dose de 150 mg/kg por 42 dias. A idade dos animais, o tempo e a dose de exposi¢ao aos
compostos testados podem ter influenciado no surgimento de mais alteragdes nestes
parametros.

Os parametros morfométricos e estereologicos das células de Leydig trazem
informagdes importantes sobre o funcionamento da espermatogénese, uma vez que a
testosterona produzida por estas células ¢ um hormoénio essencial em todo processo. Neste
trabalho, a porcentagem, o volume e nimero de célula de Leydig por testiculo e por grama de
testiculo, bem como o indice Leydigossomatico permaneceram inalterados, porém, o didmetro
nuclear, volume da célula, do nticleo e do citoplasma de Leydig reduziram significativamente
apenas no grupo tratado com a bebida lactea de soja transgénica. Muitas alteracdes nas células
de Leydig sdo relatadas na literatura em animais tratados com as isoflavonas da soja isoladas,
como reducdo na proliferacdo celular, além da redugdo da sintese de proteinas intracelulares que
fazem a conversdo da androstenediona em testosterona, em animais tratados com genisteina e
daidzeina (50 e 100 mg/L) (Sherrill et al., 2010; Pfaehler et al., 2012; Musameh et al., 2014; Meena
et al., 2017). Akingbemi et al. (2015) relataram que animais tratados com genisteina e daidzeina
nas doses 50 e 100 mg/L, apresentaram redu¢do das proteinas que fazem o transporte da molécula
de colesterol para as mitocondrias, reduzindo a sintese de testosterona. A reducdo da capacidade
proliferativa das células de Leydig, bem como das proteinas que fazem parte da sintese da testosterona,
podem levar a redugdo desse horménio, que é essencial para espermatogénese. Mouro et al. (2020)
ndo relataram alteragdes na morfometria e estereologia das células de Leydig em animais
tratados com o 6leo da Euterpe oleracea, que possui concentracdes de isoflavonas, na dose de
150 mg/kg. A exposicdo perinatal a isoflavonas da soja possivelmente exerce efeitos
diferenciais na capacidade da enzima esteroidogénica nas células de Leydig (Zhu et al., 2016).
A idade dos animais utilizadas neste estudo pode ter influenciado no surgimento de mais
alteragdes nestes parametros. Possivelmente estes efeitos estdo associados a alteracdes na
producao de Testosterona.

A testosterona € o principal hormdnio responsavel pelo surgimento das caracteristicas

secundarias masculinas e pela manutencdo da espermatogénese (Russell e Griswold, 1993).
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Alteragdes na concentracdo deste hormonio pode gerar danos nas fungdes testiculares, levando
a infertilidade (Srilatha e Adaikan, 2003). No presente trabalho nao foram observadas alteragdes
significativas na concentragao de testosterona em nenhum dos grupos tratados. Outros estudos
mostraram resultados contraditérios aos nossos, indicando diminui¢ao da testosterona sérica
em animais expostos a genisteina e daidzeina em ratos pos-desmame (21 dias) por um periodo
maior de exposi¢do, de 84 dias (Guan et al., 2008) e 90 dias (Piotrowska et al., 2011; Pfachler
et al., 2012). Meena et al. (2017) também relataram diminui¢ao da testosterona em ratos pos-
desmame expostos a genisteina por 100 dias. Dados na literatura também mostraram redugao
da testosterona sérica em ratos adultos tratados com equol por 5 dias (Loutchanwoot et al.,
2013; Loutchanwoot et al., 2014). Além disso, outros estudos relatam diminui¢do deste
hormdnio em camundongos adultos com genisteina e daidzeina por 112 dias (Cline et al., 2004),
em ratos pos-desmame com genisteina, daidzeina e gliciteina por 90 dias (Sherrill et al., 2010)
e em camundongos no periodo juvenil (35 dias) com genisteina e daidzeina por 63 dias
(Modaresi et al., 2011). Segundo Zhu et al. (2016) a secrecdo de testosterona também foi
suprimida pela daidzeina (30 umol/l) nas células de Leydig apds um periodo de exposicao de
72 horas in vitro. A administra¢do das bebidas lacteas de soja e de vaca durante um ciclo da
espermatogénese, nas doses utilizadas, ndo alterou os niveis séricos de testosterona. Entretanto,
o tratamento com a bebida lactea de soja durante esse periodo causou alteracoess morfologicas
nas cé¢lulas de Leydig. Assim, ndo se exclui efeito da bebida lactea de soja na producao de
testosterona apos um periodo maior de tratamento. Porém, ndo foi dosada a testosterona in situ,
alteracdes deste hormonio do testiculo pode ter ocorrido, ndo sendo possivel ser detetada
sistemicamente. Neste caso, um periodo mais prolongado de exposi¢do, pode refletir em
variagoes sistémicas.

Neste estudo, ndo foi observada diminui¢ao nos tubulos seminiferos normais, nem
surgimento de tubulos com patologias leves, moderadas e severas nos grupos tratados. Na
literatura foram encontradas informagdes diferentes, como o aumento de patologias leves em
animais tratados com oleo da Euterpe oleracea na dose de 150 mg/kg por 42 dias (Mouro et
al., 2020), de leves nas doses de 100 e 200 mg/kg e moderadas na dose de 400 mg/kg) do extrato
de Pfaffia glomerata por 42 dias (Dias et al., 2019). Além disso, ratos pos-desmame tratados com
genisteina e daidzeina por 112 dias apresentaram atrofia severa do epitélio seminifero (Cline et al.,
2004). Meena et al. (2017) descrevem o surgimento de desorganizagdo do epitélio seminifero e
dissociacdo celular em ratos tratados com genisteina nas doses de 2, 20 e 100 mg/kg durante
um periodo experimental de 100 dias. As isoflavonas da soja isoladas possuem um efeito mais

agravante no organismo, quando comparado aos efeitos do consumo da soja na forma de bebida
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lactea. Ainda que em nosso trabalho o tratamento tenha sido feito com bebidas lacteas de soja,
algumas alteragdes foram relatadas, indicando que com um tempo maior de exposi¢do, mais
alteragdes poderiam ser registradas, uma vez que as isoflavonas estdo presentes nas bebidas
lacteas de sojaSegundo Setchell e Cole (2003), as bebidas lacteas de soja possuem alto teor de
isoflavonas, variando de 30,02 mg/L a 63,6 mg/L.

As bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos ¢ leite de vaca ndo
apresentaram atividade antioxidante quando comparados a antioxidantes comerciais (BHT,
acido ascorbico e rutina). Na literatura, foi observado que em bebidas lacteas de soja
fermentado, os microorganismos que fazem a fermentacdo também produzem antioxidantes,
levando a um resultado diferente do obtido neste trabalho (Zhou ef al., 2021). Yamamoto et al.
(2019) e Hwang et al. (2021) relatam que Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus MY U
759 e L. plantarum promovem a conversao de isoflavonas em agliconas e proteinas em
peptideos, aumentando sua agdo contra radicais livres. Neste trabalho ndo foram utilizadas
bebidas lacteas fermentadas e, devido a isso, a capacidade antioxidante pode ndo ter sido
aumentada.

Desbalango redox sdo alteragdes que podem ocorrer no organismo caso ele entre em
contato com uma substancia toxica, levando a varios efeitos colaterais, as vezes irreversiveis,
sendo reflexo de um desequilibrio celular, conhecido como estresse oxidativo (Inal et al., 2001;
El-Demerdash et al., 2009). O mecanismo de defesa antioxidante testicular ¢ altamente
complexo e eficiente, podendo eliminar e/ou inibir o surgimento de espécies reativas de
oxigénio (EROs), com a ajuda das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST (Vernet ef al.,
2004). A SOD, que faz parte da primeira linha de defesa celular, atua contra esses efeitos
deletérios, catalisando a dismutagdo dos radicais anion superoxido (O2-) em peroxido de
hidrogénio (H202), que rapidamente ¢ degradado pela CAT em agua e radical hidroxila (Inal
et al.,2001; El-Demerdash et al., 2009). Neste trabalho ndo houve alteragdes significativas em
nenhum dos grupos tratados em relacdo as enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GST), os
metabolitos de peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA) e o estresse nitroso, o 0xido
nitrico (NO). Na literatura, Mouro et al. (2020) em um estudo com o 6leo da Euterpe oleracea
na dose de 150 mg/kg, encontraram aumento apenas no MDA. Dias ef al. (2019) também
observaram alteragdes nas enzimas antioxidantes, como aumento da SOD (200 e 400 mg/kg),
da CAT (100 mg/kg) e da GST (200 mg/kg), além de diminuicao do MDA (100 e 200 mg/kg)
e aumento do NO (200 mg/kg) em animais tratados com o extrato de Pfaffia glomerata. Nossos

resultados indicam que o desbalango redox ndo ocorreu em animais expostos diariamente as
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bebidas lacteas de soja (com graos ndo transgénicos e transgénicos) € de vaca por 42 dias.
Segundo Lozi et al. (2021, ndo existem trabalhos na literatura que avaliem o estado oxidativo dos
animais experimentais tratados com soja e seus derivados. Com base nos resultados encontrados
neste trabalho, podemos dizer que em um periodo maior de exposi¢ao aos compostos testados

e em animais com idades diferentes, mais alteragdes significativas podem surgir.

5. CONCLUSOES

No presente trabalho concluimos que as bebidas lacteas de soja podem diminuir a
esteroidogenese, uma vez que afetou as celulas de Leydig e o leite de vaca utilizado, pode afetar
a espermatogénese, uma vez que diminuiu o epitélio. Com o método utilizado, os compostos
testados ndo apresentaram atividades antioxidantes. A administracdo das bebidas lacteas de soja
e de vaca durante um ciclo da espermatogénese, ndo altera os niveis séricos de testosterona.
Entretanto, o tratamento com as bebidas lacteas de soja durante esse periodo causa alteragdes
morfoldgicas nas células de Leydig. Assim, ndo se exclui o efeito das bebibas lacteas de soja
na produgdo de testosterona apds um periodo maior de tratamento. Ainda, o tratamento com
leite de vaca resultou em alteracdes histoldgicas testiculares, caracterizados como diminui¢ado
da altura e da area do epitélio seminifero, do percentual de vasos sanguineos ¢ do espago
linfatico e aumento do didmetro ¢ da 4rea do lume tubular. Como o testiculo ¢ um 6rgao
complexo, qualquer alteragdo em sua arquitetura pode gerar graves consequéncias para a
reproducdo. A idade, o tempo e a dose de exposi¢ao utilizados neste trabalho podem ter sido
insuficientes para o surgimento de grande variedade de alteragdes nos parametros avaliados.
Nossos resultados revelam que o tratamento com as bebidas lacteas de soja e o leite de vaca,
durante um ciclo espermatogénico, resultam em alteragdes nas células de Leydig e nos tiibulos
seminiferos, respectivamente, ndo excluindo que o consumo desses compostos por um periodo

maior pode resultar em prejuizos para as funcdes testiculares.
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RESUMO

O leite de vaca, muito consumido pelos seres humanos, vem sendo substituido por bebidas
lacteas de soja, por ser uma alternativa para pessoas com intolerancia a lactose e veganas. A
soja (Glycine max), uma excelente fonte proteica, tem grande importincia quimica e nutricional
para o organismo, tendo em sua composi¢do, uma variedade de compostos, dentre eles, as
isoflavonas. As isoflavonas, sdo metabolitos secundarios, que possuem estrutura quimica
semelhante ao estrogénio, hormonio endoégeno feminino. Porém, o consumo isoflavonas causa
descontrole hormonal no organismo de animais experimentais (machos). Os 6rgaos do sistema
reprodutor masculino trabalham em perfeita harmonia e os hormonios em niveis desejaveis sao
essenciais para seu funcionamento. Os epididimos, érgdos importantes no sistema reprodutor,
sao responsaveis por receber os espermatozoides produzidos nos testiculos através dos ductulos
eferentes, para adquirirem motilidade e capacidade fecundante. Alteragdes nas funcdes desse
orgdo podem ser prejudiciais para a fertilidade. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito das beibdas lacteas de soja com graos nao transgénicos, transgénicos ¢ leite de vaca no
epididimo de camundongos adultos. Foram utilizados 24 camundongos Balb C, divididos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais (n = 6 animais/grupo): O grupo 1 recebeu dgua
destilada (controle), o grupo 2 recebeu bebida lactea de soja com graos ndo transgénicos, o
grupo 3 recebeu bebida lactea de soja com graos transgénicos e grupo 4 recebeu leite de vaca,
todos na dose de 0,7 mL, por gavagem, durante 42 dias. Ao final do tratamento (43° dia), os
animais foram anestesiados e eutanasiados. O epididimos foram removidos, pesados,
dissecados e processados para microscopia de luz e andlises histomorfométricas. O peso
corporal reduziu nos animais tratados com as bebidas lacteas de soja com graos nao
transgénicos e transgénicos, quando comparados ao controle. O peso do epididimo e os

parametros histomorfométricos relacionados ao didmetro de tibulo, de lume e altura de epitélio
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de cada regido do epididimo ndo sofreram alteracdes significativas em nenhum dos grupos
tratados em relagdo ao controle. O tratamento com a bebida lactea de soja com graos nao
transgénicos aumentou a propor¢ao de patologias leves nos tiabulos do segmento inicial, em
relagdo ao controle. J4 o tratamento com a bebida lactea de soja transgénica causou aumento
nos tubulos com aumento de vacualizacdo e reducdo dos tubulos normais do corpo do
epididimo, quando comparados ao controle. Os animais tratados com o leite de vaca nao
apresentaram nenhuma alteragdo significativa epididiméaria em relagdo ao controle. De acordo
com os dados obtidos, no periodo e na dose testada, somente as bebidas lacteas de soja
induziram alteragdes tubulares. Mesmo que poucas alteragdes tenham sido observadas,
qualquer alteragdo na arquitetura do epididimo possa ser uma resposta inicial aos efeitos que as

bebidas lacteas de soja podem causar no 6rgao.

Palavras-chave: Reprodu¢ao masculina. Soja. Isoflavonas. Fitoestrogenos.

ABSTRACT

Cow's milk, widely consumed by humans, has been replaced by soy milk drinks, as it is an
alternative for people with lactose intolerance and vegans. Soybean (Glycine max), an excellent
protein source, has great chemical and nutritional importance for the body, having in its
composition a variety of compounds, among them, isoflavones. Isoflavones are secondary
metabolites, which have a chemical structure similar to estrogen, a female endogenous
hormone. However, isoflavone consumption causes hormonal imbalance in the body of
experimental animals (males). The organs of the male reproductive system work in perfect
harmony and hormones at desirable levels are essential for their functioning. The epididymis,
important organs in the reproductive system, are responsible for receiving the sperm produced
in the testicles through the efferent ductules, to acquire motility and fertilizing capacity.
Changes in the functions of this organ can be detrimental to fertility. Thus, the objective of this
work was to evaluate the effect of soy milk drinks with non-transgenic grains, transgenic grains,
and cow's milk in the epididymis of adult mice. Twenty-four Balb C mice were used, randomly
divided into 4 experimental groups (n = 6 animals/group): Group 1 received distilled water
(control), group 2 received soy milk drink with non-transgenic grains, group 3 received drink
soy milk with transgenic grains and group 4 received cow's milk, all at a dose of 0.7 mL, by

gavage, for 42 days. At the end of the treatment (43rd day), the animals were anesthetized and
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euthanized. The epididymis were removed, weighed, dissected, and processed for light
microscopy and histomorphometric analysis. Body weight decreased in animals treated with
soy milk drinks with non-transgenic and transgenic grains when compared to the control. The
weight of the epididymis and the histomorphometric parameters related to the diameter of the
tubule, lumen, and epithelium height of each region of the epididymis did not undergo
significant changes in any of the treated groups in relation to the control. Treatment with soy
milk drink with non-transgenic grains increased the proportion of mild pathologies in the
tubules of the initial segment, in relation to the control. The treatment with the transgenic soy
milk drink caused an increase in the tubules with an increase in vacuolization and a reduction
in the normal tubules of the body of the epididymis when compared to the control. The animals
treated with cow's milk did not show any significant epididymal alteration in relation to the
control. According to the data obtained, during the period and at the tested dose, only soy milk
drinks induced tubular alterations. Even if few alterations were observed, any alteration in the
architecture of the epididymis could be an initial response to the effects that soy milk drinks

can cause in the organ.

Keywords: Male reproduction. Soy. Isoflavones. phytoestrogens.

1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max), ¢ um dos graos mais cultivados no mundo para consumo humano e
animal (Silva et al., 2011; Sediyama et al., 2015), possui muitas caracteristicas quimicas e
nutricionais importantes para o organismo (Hasler, 1998; Setchell et al. 2011), sendo também,
uma excelente fonte proteica (Wolf e Cowan, 1971; Sgarbieri et al., 1981). Além da proteina,
a soja fornece acidos graxos e linolénico (Nawar, 1985) e algumas vitaminas (Franco, 1986). O
consumo do leite de vaca ¢ muito comum, por ser uma fonte proteica, porém a utilizagdo de
bebidas lacteas de soja, além de fornecer proteinas, ainda serve como alternativa para veganos
e/ou pessoas que possuem intolerancia a lactose (Casé et al.,2005; Mollakhalili et al., 2022).
Entre os principais compostos presentes nas bebidas lacteas de soja estdo as isoflavonas, formas
mais comuns de fitoestrégenos (Kuiper et al., 1997; Kuiper et al., 1998; Chen et al., 2014; Ziaei
e Halaby, 2017). Os fitoestrogenos possuem estrutura semelhante a dos estrogénios produzidos
pelos animais e, quando absorvidos, essa caracteristica possibilita sua ligacdo aos receptores
especificos destes hormonios enddgenos (Navarro, 2005; Chen et al., 2014; Ziaei e Halaby,

2017).
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As isoflavonas podem atuar como os estrogenos, mas seus efeitos ndo sdo
necessariamente idénticos, podendo causar alteracdes bioldgicas devido a sua atuagdo como
desregulador endocrino (Eldridge,1982; Fukutake et al.,1996; Navarro, 2005; Yildiz, 2005)
competindo com esterdides endogenos. Portanto, o equilibrio entre a atividade estrogénica e
antiestrogénica ¢ determinado pela razao fitoestrogeno-estrogeno (Folman e Pope, 1966). Sabe-
se que o aumento da exposi¢do a estrogenos ou a fitoestrogenos perturba o ambiente hormonal
durante o desenvolvimento fetal e pode estar associado ao aumento da incidéncia de anomalias
reprodutivas masculinas (Bay et al., 2006).

O sistema reprodutor masculino ¢ composto pelos testiculos, epididimos e glandulas
anexas (Russell et al., 1990; Robaire et al., 2006; Cornwall, 2009). Os epididimos sdo 6rgaos
importantes no sistema reprodutor, responsaveis por receber os espermatozoides produzidos
nos testiculos através dos ductulos eferentes, para adquirirem motilidade e capacidade
fecundante (Sullivan, 2004; Shum et al., 2009). O epididimo ¢é formado por um longo e unico
ducto enovelado e contorcido (Sullivan, 2004), sendo o epididimo de murino dividido
anatomicamente em quatro regides principais: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (Hermo
e Robaire, 2002; Cornwall, 2009). Cada regido epididimdria apresenta fungdes especificas,
como absor¢do de fluidos vindos do testiculo, processos iniciais e tardios de maturacao
espermatica, armazenamento espermatico e a fagocitose de espermatozoides anormais (Robaire
e Viger, 1995; Cornwall, 2009). As funcdes desempenhadas pelo epididimo sao fundamentais
para a manuten¢do de espermatozoides vidveis, qualquer alteracdo na sua morfologia, pode
gerar dano fincional e como consequéncia, infertilidade (Kempinas et al., 1998; Klinefelter,
2002)

Um conjunto crescente de evidéncias sugere que o consumo de isoflavonas da soja confere
protecdo contra carcinogénese em animais (Troll e Wiesner, 1983; Kennedy, 1995; Aldercreutz,
2002; Boutas et al., 2022). Dados epidemioldgicos relacionam a diminuicao do risco de cancer
de mama, prostata e colon apds o consumo da soja (Aldercreutz, 2002). As isoflavonas,
presentes na soja, atuam como inibidores da carcinogénese, podendo ser utilizadas na
quimioprevencao do cancer humano (Troll e Wiesner, 1983, Kennedy, 1995). Embora existam
estudos que indicam os beneficios do consumo de soja na prevengao e tratamento do cancer, de
mama e de prostata, da osteoporose e no controle hormonal em mulheres na menopausa (Troll
e Wiesner, 1983; Kennedy, 1995; Aldercreutz, 2002; Messina, 2016; Applegate et al., 2018;
Boutas et al., 2022), ainda ndo se sabe dos efeitos que ela pode causar no sistema reprodutor

masculino (Faqi et al., 2004). Ha evidéncias de que o consumo de soja e seus derivados pode
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causar danos no equilibrio androgénico testicular (Guan et al., 2008; Sherrill et al., 2010;
Akingbemi et al., 2015; Lozi et al., 2021), o que pode ocasionar a diminui¢do da produgdo e
qualidade espermatica, induzindo a reducdo da fertilidade (Carlsen et al., 1992; Lozi et al.,
2021).

Divergéncias a respeito do consumo das isoflavonas da soja e sua a¢do no organismo sao
registradas, como a prevencao do cancer de prostata e a diminui¢do da testosterona, hormonio
essencial para a producao espermatica. Além disso, ndo existem trabalhos avaliando a ag¢ao das
bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e leite de vaca no epididimo
de animais experimentais. Com base nessas informacgdes, este trabalho teve como objetivo
avaliar, por meio de analises biométricas, histomorfométricas e histopatoldgicas, a acdo das
bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e leite de vaca, no epididimo
de camundongos Balb C, adultos, apds 42 dias de tratamento diario. Nossos resultados podem
fornecer informagdes importantes sobre a agdo destes compostos consumidos diariamente sobre
a saude reprodutiva masculina e auxiliar os tomadores de decisdo nesta area sobre futuras

pesquisas usando este modelo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 24 camundongos Balb C adultos machos (36g e 50 dias de vida), obtidos
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satide da Universidade Federal de
Vigosa. Os animais foram transportados em veiculo com velocidade e temperatura controladas,
sendo mantidos em periodo de adaptacdo por uma semana no Biotério Setorial do Departamento
de Biologia Geral, onde o experimento foi realizado. Para definir o tamanho da amostra
utilizamos o programa WinPepi, com um nivel de significancia de 5% e um grau de certeza de
10%, conferindo ao teste um poder de 90%. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica

no Uso Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa, protocolo n° 01/2022.

2.2 Tratamento
Os animais foram divididos, aleatoriamente, em quatro grupos experimentais (n = 6
animais/grupo). O grupo 1 (controle) recebeu agua destilada, grupo 2 recebeu bebida lactea de
soja com graos nao transgeénicos, grupo 3 recebeu bebida lactea de soja com graos transgénicos
e grupo 4 recebeu leite de vaca, durante 42 dias, todos na dose de 0,7 mL, por gavagem. Os
animais foram mantidos sob controle de luminosidade (12h claro/ 12h escuro) e temperatura

(21°C £ 1) e receberam agua e ragcdo padrdo ad libitum. A bebida lactea de soja com graos ndo
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transgénicos, transgénicos e o leite de vaca utilizadas foram de fabricagdo comercial, trocadas
a cada trés dias e mantidas sobre refrigeragdo durante todo o experimento. As tabelas
nutricionais dos compostos utilizados estdo representadas na Figura 1. O leite de vaca foi
utilizado para comparagdo com as bebidas lacteas de soja, além de poderem possuir em sua
constitui¢do, isoflavonas da soja, devido a alimentacao dos animais. A dose de 0,7 mL utilizada,
foi baseada no valor maximo a ser administrado por gavagem para camundongos, levando em

consideragdo o tamanho do seu estdmago.
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Informacio Nutricional Quantidade por %V.D.*
A -
200ml (1 copo) porcio
Valor Energético 69 kcal =290 kJ 3
Carboidratos, dos quais: 23¢g 1
Agticares, dos quais: 09g i
Lactose g i
Proteinas 64¢g 9
Goruras totais, dos quais: i6g 7
Gorduras Saturadas 07g 3
Gorduras trans g i
Gorduras Monoinsaturadas 10g b
Gorduras Poli-insaturadas 17¢g b
Colesterol Omg i
Fibra Alimentar 1.0 mg 4
Sodio 178 mg 7
Vitamina A 162 meg 27
Vitamina D 2.8 mcg 56
Vitamina E 2,7 mg 27
Vitamina B6 0,22 mg 17
Acido Félico 36 meg 15
Vitamina B12 2 mcg 50
Calcio 264 mg 26
Zinco 1.1 mg 16
Informacdo Nutricional Quantidade por %V.D.*
ml (1 copo porgio
B 200ml (1 i
Valor Energético 95 keal =399 kJ 5
Carboidratos 12g 4
Agucares 12g o
Lactose O0g w#
Proteinas S54¢g 7
Gorduras Totais 29¢g 5
Gorduras Saturadas 17g 8
Gorduras Trans 0 o
Fibra alimentar 08¢g
Sodio 95 mg
Calcio 240 mg 24
C Informacio Nutricional Quantidade por % V.D.*
200ml (1 copo) porcio
Valor energético 126 kcal =529 kI 6
Carboidratos 10g 3
Proteinas 1.0g 9
Gorduras totais 6.4g 12
Gorduras saturadas 4.0 18
Sadio 120 mg 5
Cilcio 240mg 24

Figura 1 — Bebidas lacteas de soja e leite de vaca utilizados para tratamento dos animais
experimentais. A- Bebida lactea de soja com grios ndo transgénicos (Ingredientes: Agua, grios
de soja, minerais (calcio e zinco), maltodextrina, sal, vitaminas (E, B6, A, acido f6lico, D e
B12), aromatizante, estabilizantes: citrato de sodio, goma gelana e goma xantana, emulsificante

lecitina de soja e edulcorante sucralose. B- Bebida lactea de soja com grdos transgénicos
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(Ingredientes: Agua, graos de soja, agucar, minerais (calcio e zinco), sal, vitaminas (E, B6, A,
acido folico, D e B12), aromatizante, estabilizantes: citrato de so6dio, goma gelana e goma
xantana, emulsificante lecitina de soja e edulcorante sucralose) C- Leite de vaca (Leite

Pasteurizado Integral).

2.3 Coleta de amostras, biometria corporal e do epididimo

Ao final do tratamento, os animais foram pesados e anestesiados com tiopental 30mg/Kg
via intraperitoneal. Apos a etapa de anestesia, foi realizada a coleta do sangue por meio de
pungdo cardiaca, que acarretou na morte do animal por exsanguinagdo. Os epididimos foram
removidos, dissecados, pesados e preparados para a realizacao das analises. De posse dos pesos
corporais e epididimarios, foi calculado o indice epididimossomatico (IES) a partir da equacao
IES = (peso dos epididimos/peso corporal) x 100. O peso relativo do epididimo foi calculado a
partir da divisdo do Peso do Orgdo (PO) pelo Peso Corporal (PC) e multiplicado por 100 (PO /
PC x 100). Os animais foram pesados semanalmente durante todo o experimento. A varia¢ao
do peso inicial (PI) e final (PF) foram comparados entre os animais experimentais (PI-

PF=Variagao).

2.4 Processamento do material histologico para microscopia de luz

Os epididimos foram fixados em solu¢do Karnovsky por 48h (Karnovsky, 1965),
permanecendo em dalcool 70% até o processamento histologico. Os fragmentos foram
desidratados em séries crescentes de etanol (80, 90 e 100%) e incluidos em historesina
(Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Sec¢des histologicas de 3 pum de
espessura foram obtidas para as andlises histopatologicas e morfométricas. Para a obtencao
dessas seccoes, foi utilizado microtomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch,
Alemanha). As secgOes histoldgicas foram semisseriadas, utilizando um a cada nove cortes,
para evitar analisar a mesma area, e coradas com azul de toluidina/borato de sodio 1%. As
laminas foram montadas com Entellan® (Merck, Frankfurt, Alemanha), fotografadas em
microscopio Olympus AX-70 e analisadas utilizando-se o software Image J ® versdo 1.53a

(National Institutes of Health, Rockville, MD, EUA)

2.5 Avaliacao histomorfométrica do epididimo
Para as andlises histomorfométricas do didmetro tubular, de lume e da altura do epitélio,

foram obtidas imagens de cada regido do epididimo (segmento inicial, cabega, corpo e cauda),
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utilizando microscépio de luz (Olympus BX53, Tokyo, Japan) equipado com camera digital
(Olympus DP73, Tokyo, Japan) e analisadas com o software Image J. Todas as imagens foram
obtidas em objetiva de 10x, zoom 2. A média do didmetro tubular de cada regido, por animal,
foi obtida mensurando aleatoriamente 20 secc¢des transversais tubulares, tdo circulares quanto
possivel. A altura de epitélio de cada tubulo por regido foi obtida medindo aleatoriamente 20
seccoes transversais tubulares da lamina propria ao lume, utilizando-se a média de quatro
medidas diametralmente opostas. Para calcular o diametro luminal, o diametro tubular foi

subtraido pela média das duas alturas de epitélio (Souza et al., 2016).

2.6 Avaliacao histopatologica
As preparagdes histologicas do epididimo, foram observadas no microscopio de luz para
identificacdo de alteragdes histopatoldgicas. A andlise de histopatologia foi realizada de acordo
com a metodologia modificada de Vogt et al., (2021) e De Grava & Klinefelter (2014), na qual
as histopatologias foram divididas em niveis, definidos da seguinte forma: Normal - Tubulos

normais, Patologia Leve - Tubulos com vacuolizagao epitelial e vacuolizacdo lipidica

espumosa), Patologia moderada - Tubulos com alteracdes cribiformes e descamagao, e

Patologia Grave - Tubulos com células germinativas no limen do epididimo e presenga de

infiltrados inflamatérios. Foram analisados e contados 100 tibulos de cada regido do epididimo
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) por animal. Além disso, oito cortes de cada regido

por animal foram avaliados para verificar a presenca de infiltrados inflamatorios.

2.7 Analise antioxidante (Sequestro por DPPH)

Para avaliar a capacidade antioxidante das bebidas lacteas de soja com graos nao
transgénicos, transgénicos e do leite de vaca, foi utilizada a técnica do sequestro do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), metodologia descrita por Falcao et al., (2006). A andlise
¢ feita medindo a capacidade inibitoria de compostos quanto a a¢do de radicais livres, atraveés
do decréscimo da absorbancia do meio de reagdo (Kim et al., 2002). A atividade antioxidante
¢ avaliada pela redu¢do do radical DPPH formando difinenil-picril-hidrazina, um composto de
coloracdo amarelada em uma reagdo que € estabilizada ap6s 30 minutos do seu inicio (Brand-
Williams et al., 1995). Uma curva-padrao de absorbancia de DPPH foi realizada e outra para
padrao/controle. Para atividade antioxidante utilizou-se butilhidroxitolueno (BHT), acido
ascorbico (vitamina C) e rutina nas concentragdes de 200, 175, 150, 125, 100, 75 e 50 pg/ml,

diluidos em metanol. A cada concentragdo das beidas lacteas de soja e do leite de vaca (200
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uL) ou de BHT/vitaminaC/rutina acrescentou-se 180 pL de DPPH, fazendo a leitura em leitor
de microplaca a 517 nm, imediatamente apds a mistura (Tempo 0) e apés 30 minutos (Tempo
30) de reagdo. A porcentagem de inibi¢cdo dos radicais DPPH foi calculada através da formula

abaixo:

Abs DPPH/metanol 80% — Abs compostos

x 100
Abs DPPH/metanol 80%

Inibicdo do DPPH (%) =

A curva padrao foi preparada com uma solu¢ao de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametil-
2-4cido carboxilico) em diferentes concentragdes, sendo os resultados expressos em pmoles

equivalentes de Trolox/200 mL de amostra. As analises foram realizadas em triplicatas.

2.8 Analises estatisticas
Os parametros foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e,
em seguida, foi feita andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-
Keuls (SNK). Foi utilizado o software STATISTICA, sendo o nivel de significancia

considerado de p<0,05. Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

3.1 Biometria corporal e epididimal
Os parametros biométricos, corporal e epididimario, de camundongos Balb C adultos
expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e de vaca, durante
42 dias, estdo descritos na Tabela 1. Observou-se que durante o periodo experimental, os
animais tratados com as bebidas lacteas de soja tiveram menor variagdo do peso, quando
comparados os pesos iniciais e finais dos animais, em relag@o ao resultado da variagao do grupo
tratado com leite de vaca e do grupo controle. Alteragdes no peso do epididimo e peso relativo

do epididimo ndo foram observadas em nenhum dos grupos tratados em relagdo ao controle.
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Tabela 1 — Pardmetro biométrico corporal e epididimario dos camundongos Balb C adultos
expostos a bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT), transgénicos (T) e leite de

vaca, durante 42 dias.

Parametros (g) / Controle Bebida laictea  Bebida lactea Leite de vaca
Dias de tratamento de Soja (NT) de Soja (T)

PC/0 34,50 £2,98 31,61 £2,72 31,81 £2,94 33,70 £2,22
PC/7 32,60 + 3,12 30,54 +£2,94 29,63 +£2,80 32,76 £2,12

PC/ 14 32,30 + 3,40 30,73 £2,43 29,27+3,43 33,57 +£2,26
PC/21 34,03 +£2,48 31,17 £2,47 30,51 £2,66 33,67 +1,90
PC/28 34,63 +2,19 31,54 £2,20 30,78 £2,40 33,92 +£2,00
PC/35 35,79 £2,52 32,19+2,33 31,18 +2,49 35,04 £1,78
PC/42 36,17 +£2,89 32,14 £ 2,60 32,12 +3,03" 35,49 £222

PE /42 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,01 0,06 + 0,01
PRE /42 63,80 + 14,79 82,24 +£ 19,52 64,59 +7,93 60,36 + 5,04

PC — Peso Corporal; PE — Peso do Epididimo; PRE — Peso Relativo do Epididimo. Dose tnica diaria e
exposicao cronica (n = 6). Dados expressos como média + DP. * mostram valores significativamente
diferentes na mesma linha, em relag@o ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).

3.2 Histomorfometria epididimal
Os parametros histomorfométricos epididimarios de camundongos Balb C adultos expostos
a bebida lactea de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e de vaca, durante 42 dias,
estdo descritos na Tabela 2. Nenhuma altera¢do significativa foi encontrada no didmetro de
tabulo, de lume e na altura do epitélio das regides epididimarias dos animais tratados com as

bebidas lacteas de soja e leite de vaca em relacdo ao controle.
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Tabela 2 - Histomorfometria do epididimo de camundongos Balb C adultos expostos a bebidas

lacteas de soja com graos ndo transgénicos (NT), transgénicos (T) e leite de vaca, durante 42

dias.

Parametros Controle Bebidalictea  Bebida lictea Leite de vaca
de Soja (NT) de Soja (T)
Segmento Inicial
Altura epitélio 34,83 + 3,66 33,17+ 4,62 34,50 + 2,59 33,17+ 2,48
Diametro tibulo 125,00 £10,02 126,67 + 5,01 115,33 +13,13 116,67 £ 8,78
Diametro Lume 5533+ 11,15 60,33 + 8,48 46,33 £ 13,62 50,33+ 11,38
Cabeca
Altura epitélio 38,67 + 4,68 36,00 + 4,47 43,17 £ 8,28 31,83 +4,26
Didmetro tabulo 150,33 £11,13 150,17 +£10,61 149,50 £ 9,22 150,33 £ 8,52
Didmetro Lume 73,00+ 12,38 78,17+ 18,43 63,17+ 17,61 86,67+ 11,57
Corpo
Altura epitélio 31,50+ 4,14 31,00 £2,76 28,33+ 2,07 32,50+ 13,35
Diametro tabulo 204,50 £19,49 194,17 £17,47 192,17 £21,28 238,83 £101,91

Diametro Lume
Cauda
Altura epitélio
Diametro tabulo
Diametro Lume

141,50 £22,75

29,83 + 5,12
321,00 +23,41
261,33 £30,85

132,17 £19,05

26,00 + 4,34
317,50 £28,47
265,50 £29,32

135,50 £20,63

27,00 £ 6,26
332,17 +42,97
278,17 +49,72

173,83 £76,80

21,50+ 3,39
319,67 £15,38
276,67+15,96

Dose unica diaria, exposi¢do cronica (n = 6). Dados expressos como média = DP. * mostram valores
significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman
Keuls).
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3.3 Avaliacao histopatolégica epididimal

A histopatologia do epididimo de camundongos Balb C adultos expostos a bebidas lacteas
de soja com graos ndo transgénicos, transgénicos e de vaca, durante 42 dias, estd representada
nas Figuras 2 e 3. Houve surgimento de patologias leves apenas no seguimento inicial do grupo
tratado com a bebida lactea de soja com graos ndo transgénicos, quando comparadas ao
controle. Na regido da cabeca do epididimo nenhuma alteragdo histopatoldgica foi observada
nos grupos tratados em relagdo ao controle. Entretanto, no corpo do epididimo houve o
surgimento de patologias leves e diminui¢do de tubulos normais no do grupo tratado com a
bebida lactea de soja transgénico, quando comparado ao grupo controle. Por fim, nenhuma
alteracdo histopatologica significativa foi observada nos animais tratados com as bebidas

lacteas e leite de vaca na cauda do epididimo, quando comparados ao controle.

Figura 2 - Histopatologia do epididimo de camundongos Balb C adultos expostos a bebidas lacteas
de soja com grdos ndo transgénicos, transgénicos e leite de vaca, durante 42 dias. 1- Ttubulos
normais (cauda), 2- Tubulos com vacuolizagdo lipidica espumosa (corpo), 3- Tubulos com
vacuolizacdo epitelial (cabega) e 4- Tibulos com alteragdes cribiformes e descamagao (cabeca).

Corte de 3 um corado com azul de toluidina. Barras = 50pm.
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Figura 3: Avaliacdo histopatoldgica do epididimo de camundongos Balb C apos ingestio por
gavagem de bebidas lacteas de soja com graos nao transgénicos (NT), transgénicos (T) e leite
de vaca, durante 42 dias. Dose Unica didria, exposi¢do cronica (n = 6). Dados expressos como
média + DP. * mostram valores significativamente diferentes, em relacdo ao controle (p < 0,05)

(Student Newman Keulsc).

3.4 Analise antioxidante (Sequestro por DPPH)

As bebidas lacteas de soja com graos nao transgénicos, transgénicos e leite de vaca nao
tiveram uma taxa alta de sequestro por DPPH. Os resultados obtidos dos os compostos as
bebidas lacteas de soja e o leite de vaca foram comparados com os antioxidantes comerciais
BHT, 4cido ascorbico e rutina, mostrando que os compostos testados ndo possuem atividade

antioxidante.

4. DISCUSSAO

Este trabalho ¢ pioneiro na avaliagdo das bebidas lacteas de soja com graos ndo
transgénicos, transgénicos e leite de vaca sobre o epididimo de camundongo Balb C adultos,
por 42 dias. Na literatura, poucos estudos avaliam o efeito do consumo da soja no
desenvolvimento e na funcdo epididimaria. Existem muitos desafios para entender seus riscos

e beneficios da soja e seus compostos para a saude reprodutiva masculina (Cederroth et al.,
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2012). O epididimo ¢ dividido em regides, cada uma delas apresentando funcdes especificas
(Robaire e Viger, 1995; Cornwall, 2009). Alteracdes nas regides epididimarias podem levar ao
descontrole nas fung¢des e como consequéncia, diminui¢do da fertilidade (Kempinas et al.,
1998; Klinefelter, 2002). Neste trabalho foi observado que o consumo do leite de vaca por 42
dias consecutivos ndo provocou alteragdes significativas no epididimo. Por outro lado, as
bebidas lacteas de soja com graos nao transgénicos e transgénicos causaram diminui¢do do peso
corporal, aumento de vacuolos no epitélio e diminuicao de tibulos normais do epididimo.
Neste trabalho, a variagao da biometria corporal inicial e final sofreu reducao nos grupos
tratados com as bebidas lacteas de soja ndo transgénica e transgénica, permanecendo inalteradas
nos animais tratados com leite de vaca. Ja os pesos total e relativo do epididimo ndo sofreram
alteracdes em nenhum dos grupos tratados. O peso corporal, em condi¢des experimentais,
fornece informacdes importantes sobre a acdo de um composto no organismo (Fernandez et al.,
2008). A redugdo do peso corporal de animais em periodo de experimentagao, vivendo dentro
das mesmas condi¢des, traz informagdes importantes sobre o composto que esta sendo testado.
Compostos testados em animais podem gerar reacdes adversas e a reducdo do peso corporal
pode ser uma delas. Segundo Dubuc (1976), a reducao do peso corporal € normal em animais
tratados com estrogeno. Na literatura, a redugdo do peso corporal também foi observada em
animais tratados com a genisteina na dose de 5 mg/kg por 130 dias (Roberts ez al., 2000) e 1250
mg/L por 50 dias Delclos ef al., 2001), também com agenisteina e daidzeina nas doses de 150,
300 e 600 mg/kg por 84 dias (Guan et al., 2008) e na dose de 200 mg/kg por 90 dias (Piotrowska
etal.,2011). Nagao et al., (2001), também relataram reducgdo do peso corporal em ratos machos
e fémeas expostos a genisteina. Weber ef al., (2001) testaram o efeito de uma dieta rica em
1soflavonas (600 pg/g) durante 5 semanas em ratos, demonstrando que niveis altos de
isoflavonas em um tempo relativamente curto, pode resultar em diminui¢do do peso corporal.
Em relacdo ao leite de vaca, Ganmaa et al. (2004) avaliaram o efeito do seu consumo em ratos
Wistar (24 machos e 24 fémeas) durante quatro semanas, observando que o leite nao tem efeito
negativo em nenhum dos pardmetros avaliados, como peso corporal e epididimario. Na
literatura, raramente se discute sobre os efeitos do leite de vaca devido a dificuldade em avaliar
a quantidade de leite que um individuo consome durante sua vida e pela variedade de alimentos
derivados dele (Ganmaa et al., 2004). Todos os animais receberam além da dieta padrdo, os
compostos testados, a diminui¢do na variagdo do peso corporal pode ter ocorrido devido a
diminui¢do da absorcao de colesterol induzido pelo consumo da bebida lactea de soja (Normén

et al., 200). Tratamentos com uma dose e periodo maior de exposi¢do poderiam trazer mais
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informacdes a respeito dos efeitos causados pelo consumo dos compostos testados.

A bebida lactea de soja ¢ uma fonte rica em nutrientes, porém, apresenta substancias
nocivas como alérgenos, fatores antinutricionais e aminas, que podem ser prejudiciais a saude
(Mollakhalili et al., 2022). No presente estudo, nao foram observadas alteragdes
histomorfométricas epididimarias relacionadas ao diametro do tiibulo, lume e altura do epitélio
nas regides avaliadas em nenhum dos grupos tratados. Corréa et al., (2017), encontraram
resultados similares em ratos Wistar tratados com semente de linhaca, substancia rica em
isoflavonas. O fato de ndo ter ocorrido nenhuma alteragdo nos parametros histomorfométricos,
pode estar relacionado a dose, idade dos animais e tempo de exposicao, pois, segundo Cederroth
et al. (2012), muitos efeitos reprodutivos podem se manifestar anos ou até mesmo décadas apos
a exposi¢ao inicial a tais substancias.

O epididimo ¢ um 6rgdo importante na maturacdo espermadtica (Cornwall, 2009) e o
estrogénio tem um papel essencial durante o processo (Hess et al., 2001). Alteracdes nos
mecanismos que levam ao bom funcionamento do epididimo podem trazer complicagdes para
a fertilidade (Kempinas et al, 1998; Franga et al., 2005). Neste estudo, foram encontradas
patologias leves, como vacuolizagdo no segmento inicial no grupo tratado com a bebida lactea
de soja com graos ndo trangénicos € no corpo apenas no grupo tratado com a bebida lactea de
soja com graos transgénicos. A diminuicao de tibulos normais na regido do corpo também foi
observada no grupo tratado com a bebida lactea de soja trangénica. Nas regides de cabeca e
cauda nao foram observadas alteragdes em nenhum dos grupos tratados. De acordo com Creasy
(2001), pequenos segmentos epedidimarios podem apresentar aumentos de vacuolizagdo sem
trazer grandes prejuizos para o 6érgao, porém, devem ser a unica patologia a ser observada para
que a fertilidade nao seja prejudicada. Resultados semelhantes foram encontrados por Ganmaa
et al., (2004) em ratos Wistar tratados com leite de vaca e por Nagao et al., (2001) em ratos
tratados com genisteina. Lee et al., (2004), em um estudo com camundongos adultos (6 meses),
tratados (gavagem) com dieta a base de soja, durante cinco semanas, também nao apresentaram
histopatologias no epididimo, indicando que a ingestdo de isoflavonas na fase adulta pode nao
afetar o sistema reprodutor masculino. No presente estudo, poucas alteragdes histopatoldgicas
epididimarias foram encontradas, entendendo-se que o periodo de tratamento, a idade dos
animais e a dose administrada podem ter sido insuficientes para mais efeitos se tornarem
aparentes.

A atividade antioxidante das bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos,

transgénicos e leite de vaca foi avaliada e ndo foi satisfatoria, quando comparadas a
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antioxidantes comerciais conhecidos (BHT, acido ascorbico e rutina). A bebida lactea de soja
fermentado possui uma atividade antioxidante significativa, uma vez que, 0s microorganismos
que fazem da fermentagdo também produzem antioxidantes (Zhou et al.,
2021). Os Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus MYU 759 e L. plantarum promovem
a conversao de isoflavonas em agliconas e proteinas em peptideos, aumentando sua agdo contra
radicais livres (Yamamoto et al., 2019; Hwang et al., 2021). Neste trabalho ndo utilizamos
bebidas lacteas de soja e leite de vaca fermentados, nem foi adicionado antioxidantes nos

compostos testados, devido a isso, ndo apresentaram atividade antioxidante.

5. CONCLUSOES

O tratamento com as bebidas lacteas de soja com graos ndo transgénicos e transgénicos em
camundongos Balb C adultos, no periodo de 42 dias, resultou em diminui¢do na variacdo do
peso corporal, surgimento de vacuolizacao e reducdo dos tibulos normais do segmento inicial
e corpo do epididimo. De acordo com os dados obtidos, poucas alteracdes no epididimo foram
observadas, embora, qualquer alteracdo em sua arquitetura pode ser uma resposta inicial aos
efeitos que as bebidas lacteas de soja e leite de vaca podem causar no 6rgdo. Entretanto, mais
analises sdo necessarias, como avaliagdo do status oxidativo epididimario. Novos estudos com
periodo maior de tratamento, diferentes doses, compostos isolados e a utilizagdo de animais

mais jovens também sdo indicados, esclarecendo o efeito dos compostos testados no epididimo.
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CONCLUSOES GERAIS

A revisdo sistematica colabora para que experimentos ja realizados nao sejam repetidos.
Na revisao sistematica deste trabalho foi observado que o consumo de isoflavonas agliconas e
glicosiladas foi prejudicial aos testiculos, sendo as doses das glicosiladas de 50, 100, 146, 200,
300, 500 e 600 mg/kg e 190 e 1000 mg/L se mostraram mais nocivas. Além disso, altas doses
de isoflavonas podem induzir alteragdes nas estruturas testiculares, como na microestrutura
testicular, agindo diretamente na expressao de genes importantes para a produgao de hormoénios,
levando a infertilidade dos animais experimentais. A administra¢do de isoflavonas isoladas ¢
mais eficiente na avaliagdo do efeito individual das estruturas testiculares. Entretanto, o
composto conjugado (genisteina/daidzeina) foi o mais utilizado nos estudos. As principais
patologias testiculares decorrentes da absorcdo de isoflavonas estdo associadas as células de
Leydig e sao resultado de alteragdes nas fungdes moleculares e nos componentes celulares.

Nos trabalhos experimentais, observamos que nos testiculos, as bebidas lacteas de soja
podem diminuir a esteroidogenese, uma vez que afetou as celulas de Leydig e o leite de vaca
utilizado, pode afetar a espermatogénese, uma vez que diminuiu o epitélio. Com o método
utilizado, os compostos testados ndo apresentaram atividades antioxidantes. A administracao
das bebidas lacteas de soja e de vaca durante um ciclo da espermatogénese, ndo altera os niveis
séricos de testosterona. Entretanto, o tratamento com as bebidas lacteas de soja durante esse
periodo causa alteragdes morfologicas nas células de Leydig. Assim, ndo se exclui o efeito das
bebibas lacteas de soja na producdo de testosterona apds um periodo maior de tratamento.
Ainda, o tratamento com leite de vaca resultou em alteragdes histologicas testiculares,
caracterizados como diminui¢do da altura e da area do epitélio seminifero, do percentual de
vasos sanguineos e do espaco linfatico e aumento do didmetro e da area do lume tubular. Como
o testiculo € um orgdo complexo, qualquer alteracdo em sua arquitetura pode gerar graves
consequéncias para a reprodug¢do. Ja no epididimo, o tratamento com as bebidas lacteas de soja
com graos ndo transgénicos e transgénicos, resultou em diminui¢do na variagdo do peso
corporal, surgimento de vacuolizacdo e redu¢do dos tibulos normais do segmento inicial e
corpo do epididimo.

Podemos concluir que a revisao sistematica nos ajudou a perceber que mais estudos com
0s a soja eram necessarios para analisar o estado oxidativo dos testiculos, para entender a a¢ao
das isoflavonas nas células de Leydig e para avaliar a via que leva a alteracdo dos receptores
androgénicos nas células de Sertoli e as alteragdes histopatoldgicas no epitélio seminifero. No

estudo experimental, observamos que nos testiculos, o tratamento com as bebidas lacteas de
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soja e de vaca, durante um ciclo espermatogénico, resultam em alteragdes nas células de Leydig
e nos tibulos seminiferos, respectivamente, ndo excluindo que o consumo desses compostos
por um periodo maior pode resultar em prejuizos para as fungdes testiculares. No epididimo,
poucas alteragdes no epididimo foram observadas, embora, qualquer alteracio em sua
arquitetura pode ser uma resposta inicial aos efeitos que as bebidas lacteas de soja e leite de
vaca podem causar no 6rgdo. Entretanto, mais andlises sdo necessarias, como avaliagdo do
status oxidativo epididimario. Novos estudos com periodo maior de tratamento, diferentes
doses, compostos isolados e a utilizagdo de animais mais jovens também sdo indicados,

esclarecendo o efeito dos compostos testados no testiculo e no epididimo.
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